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OZET

HALOFILiK MiKROORGANIZMALAR TARAFINDAN FENOLUN
BiYODEGRADASYONU

Endistriyel aktiviteler sonucu iiretilen ve endiistriyel atik sularin genel bir
bileseni olan fenol toksik aromatik bir bilesiktir. Fenollii atik sular genellikle yiiksek
miktardaki tuz igerdiginden dolay1 biyolojik aritimi halofilik mikroorganizmalar
araciligiyla gerceklestirilebilir. Bu ¢alismada, Tirkiye’nin farkli bolgelerindeki tuzlu su
ve topraktan, tuz madenininden ve tekstil atik suyundan izole edilmis halofilik bakteri
ve arke izolatlarimin fenol biyodegradasyon aktiviteleri arastirilmistir. 121 izolat
arasindan A235 isimli arke izolatinin, fenoli tek karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabildigi ve % 20 NaCl igeren kati ve sivi ortamlarda en yliksek fenol yikim
orania (% 42) sahip oldugu belirlenmistir. Ureme iizerindeki substrat inhibisyonunun
giderilmesi amaciyla izolatin, 250 ppm’e kadar artirilan fenol konsantrasyonuna
adaptasyonu saglanmistir. Ayrica izolatin ¢apraz toluen adaptasyonu ile fenol yikim
oranininda yaklagik % 14’lik bir artis saglanmistir. Fenol varliginda arkeal izolatin
fenol tireme kinetigi belirlenmis ve Monod modeline uydugu saptanmistir, pmax ve Ks
degerlerinin sirasiyla 0,015h™ ve 71,4 mg/l oldugu bulunmustur. izolatin fenol yikim
kosullariin optimizasyonu sonucunda en yiikksek yikim orani, % 20 NaCl, pH 7.5,
37°C, 200 rpm ve % 0.025 yeast ektrakt igeren ortam kosullarinda elde edilmistir.
Biyokimyasal analizler ve enzim tarama sonuglar1 halofilik arke susunun fenolii katesol
2,3-dioksigenaz ile meta-yikim yolunu kullanarak pargaladigi belirlenmistir. Katesol
2,3-dioksigenaz i¢in en yliksek enzim aktivitesinin 2M KCI, 42°C ve pH 8’de
gerceklestigi tespit edilmistir.

Bilgilerimiz dogrultusunda bu calisma ile ilk kez, bir ekstrem halofilik arkenin
yiikksek tuz konsantrasyonunda fenolii parcalayabildigi gosterilmis ve dolayisiyla
halofilik arkelerin de fenol gideriminde biyoteknolojik potansiyellerinin oldugu
gosterilmistir.

2013, 89 sayfa

Anahtar kelimeler: Halofilik arke, Fenol biyodegradasyonu, Adaptasyon, Ureme kinetigi,
Meta-yikim, Katesol 2,3-dioksigenaz.
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ABSTRACT

PHENOL BIODEGRADATION BY HALOPHILIC MICROORGANISMS

Phenol that is a common component of industrial waste waters is a toxic
aromatic compound produced as a result of industrial activities. Biological treatment of
highyly saline waste waters containing phenol can be performed through halophilic
microorganisms. In this study, phenol biodegradation activities of halophilic organisms
isolated from brine and saline soils from different part of Turkey, salt mine and textile
waste water, were investigated. Among 121 isolates, archaea A235 strain was
determined as the highest phenol degradation capacity on solid and liquid media
containing 20 % NaCl and phenol as the sole carbon and energy source. The strain was
adapted sequentially to increasing phenol concentrations (up to 250 ppm). There was
also an increase of approximately 14 % removal of phenol via cross-toluene adaptation.
Growth kinetics of A235 strain was determined in the presence of phenol and it was
found to fit Monod model. The values of pmax and Ks were calculated to be 0.015 h™
and 71.4 mg/l, respectively. Phenol biodegradation by A235 was optimal at the presence
of 20 % NaCl, 0.025 % yeast axtract and 10 % inoculum (v/v) concentrations, pH 7.5,
37 °C and 200 rpm at initial phenol concentration of 100 ppm. Biochemical analysis and
enzyme screening indicated that the degradation of phenol was achieved by using
catechol 2,3-dioxygenase and meta-cleavage pathway. Catechol 2,3-dioxygenase
requires 2M KCI, 42 C and pH 8 for its highest catalytic activity.

To the best of our knowledge, this is the first report about the phenol
biodegradation activity of an extremely halophilic archaeon at higher salt concentrations
and hence, they must be consider for their biotechnological potentials.

2013, 89 pages

Key Words: Halophilic archaea, Phenol biodegradation, Adaptation, Meta-cleavage,
Catechol 2,3-dioxygenase.
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1. GIRIS

Diinyada ve iilkemizde meydana gelen hizli endiistriyel degisimle birlikte temel
ihtiyaglarin karsilanabilmesi i¢in iiretim sektoriine oncelik verilmis, ancak cevreye
verilen atiklarin g¢evre ve canlilar iizerindeki etkileri pek fazla Onemsenmemistir.
Cevreye birakilan endistriyel atiklarin artmasiyla birlikte bir¢ok atik tiiriinde
doygunluga ulasilmis ve zararlart goriilmeye baglanmistir. Bu atiklarin  en
onemlilerinden birisi fenol ve fenol tiirevleridir. Fenol bilesikleri ve homologlarinin
¢ogu zehirli maddelerdir ve organik kirleticiler igerisinde biiyiik bir grubu
olusturmaktadirlar (EPA-Ceve Koruma Orgiitii). Fenol ve fenolik bilesikler patlayici
madde, farmasotik, plastik, kagit, boya, ilag, pestisit ve antioksidanlarin iiretimi gibi
bir¢ok endiistriyel proseste kullanilmakta ve atiklarinda yer almaktadir.

Endiistriyel tuzlu atik sularda ve toprakta bulunan fenol ve fenolik bilesikler
ciddi ¢evresel problemlere neden olmakla birlikte son derece tehlikeli ve toksik 6zellige
de sahiptir. Yiiksek hacimli endiistriyel atik sularin aritimi i¢in en uygun teknik/ler,
fenolik bilesiklerin  herhangi bir toksik son iriin olusturmadan tamamen
uzaklastirilmasina yonelik olandir. Tuzlu ortamlardan fenoliin uzaklastirilmasi1 amaciyla
cesitli fiziksel ve kimyasal metotlar kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerle etkili bir
sekilde fenol gideriminin yapilabilmesi i¢in, asir1 miktarda kimyasal kullanilmasi ve
sonrasinda bunlarin yok edilmesinin yani sira pahali techizat kullanimi ve ytiksek islem
maliyeti de s6z konusudur. Bu derece 6nemli sinirlayici faktorlere sahip olan kimyasal
stireclere  alternatif olarak biyolojik islemlerin uygulanmasi giderek ivme
kazanmaktadir. Biyolojik tekniklerle, tuzlu ortamlardaki fenolik bilesiklerin
uzaklastirilmasi, teknolojiye yapilan harcamalarin azaltilmas1 ve zaman-verim agisindan
kazang¢ saglanmasi1 amaclanmaktadir. Tuzlu ortamlardaki fenol ya da fenolik bilesiklerin
biyodegradasyon stratejisinde mikroorganizmalarin ve/veya enzimlerinin kullanilmasi,
ekonomik ve etkili bir yaklagimdir. Mikrobiyal veya enzimatik degradasyon, ¢evre
dostu ve diisiik maliyetli olmasi, diisiik su tiiketimi ve ¢amur olusumuna sebep olmasi
ve toksik metabolitleri tamamen mineralize edebilmesi gibi 6nemli avantajlara sahiptir.
Mikrobiyal fenol degradasyonu sz konusu avantajlar1 nedeniyle arastirmacilarin
ilgisini ¢ekmis ve son yillarda farkli taksonomik gruplardan suslarin fenol degradasyon

etkinligi aragtirilmaya baslanmistir.



Tuzlu ortamlardaki fenol c¢alismalarinda karsilagilan en biliyiik problem
konvansiyonel mikroorganizmalarin yiiksek miktardaki tuzdan zarar gormesine bagh
olarak fenol yikimmi gerceklestirilememesidir. Bu nedenle yiiksek tuz
konsantrasyonunda fenol degradasyonu icin halofilik organizmalarin biiyiik bir
potansiyele sahip oldugu aciktir. Halofililik mikroorganizmalardan ilimli halofilik
Ozellikteki bakterilerle fenol biyodegradasyonu {iizerine smirli sayida calisma
bulunmasina ragmen arkelerle ilgili henliz bir ¢alismaya rastlanmamistir. Halofilik
bakteri ve arkeler, disik su aktivitesine sahip enzimleri ve vyiiksek tuz
konsantrasyonlarina karsi uyum stratejileri nedeniyle biyoteknoloji alaninda bircok
arastirmacinin ilgisini ¢geken organizmalar haline gelmistir. Dolayisiyla halofilik arke ve
bakterilerin, bir¢ok biyoteknolojik calisma ve c¢evre biyoteknolojisi kapsaminda,
organik maddelerin degradasyonuda kullanilmas: biiyiik avantaj saglayacaktir. Ozellikle
endistriyel atik sularin yiliksek oranda tuz igermesinden dolayi, fenol giderimi ve
biyolojik yikim1 konusunda halofilik arkelerin kullanim potansiyellerinin yiliksek oldugu
diistiniilmektedir.

Bu calisma ile yliksek tuz konsantrasyonunda yasamaya adapte olmus halofilik
organizmalarin fenol biyodegradasyon etkinliginin belirlenerek biyoteknolojik
uygulamalardaki potansiyellerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Tez kapsaminda;

v' Tiirkiye’nin ¢esitli tuzlu bolgelerinden ve tekstil atik suyundan izole edilmis 121 adet
halofilik arke ve halofilik/halotolerant bakteri izolatinin fenol varliginda lireme ve
fenolii tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilme yeteneklerinin taranmasi,

v secilen izolat/larin yiiksek fenol konsantrasyonuna adaptasyonunun yapilmasi,

v' izolat/larin fenol varli@inda biiylime kinetikleri ve fenole olan afinitelerinin
belirlenmesi,

v" optimum fenol yikiminin saglandigi ortam kosullarinin belirlenmesi,

v fenol yikim yolu, bu biyokimyasal yolda rol oynayan enzimin belirlenmesi,

v enzimin optimum aktivite gosterdigi tuz konsantrasyonu, pH ve sicaklik derecesinin

belirlenmesi amaglanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Halofilik Mikroorganizmalar

Tatli sulardan Olii Deniz gibi hipertuzlu géllere, tuzla kristalizasyon gollerine ve
sodyum kloriire doymus diger yerler dahil ¢esitli tuz derisimine sahip dogal habitatlara
kadar yasam mevcuttur. Yeryliziindeki tuzlu ve hipertuzlu habitatlarin farkli 6zelliklere
sahip olmasi, bu kosullarda yasamaya adapte olmus mikrobiyal kommunitelerinde
biiyiik bir ¢esitlilikte olmasina neden olmustur (Oren, 2002). Hipertuzlu ortamlarin
bliyiik bir kismi deniz suyunun buharlagsmasi sonucu olusmustur ve yiiz kompozisyonu
deniz suyundakine benzemektedir ve pH noétralden hafif alkaliye kadar
degisebilmektedir. Devam eden buharlasma sonucunda cips ve diger minerallerin
birikmesine bagli olarak iyonik kompozisyon da degismektedir. Bu ortamlarin rengi
orada yasayan pigmentli organizmalardan dolayr kirmiziya donmektedir. Iyonik
kompozisyonu denizdekinden farkli olup deniz kaynakli olmayan tuzlu ortamlarda da
benzer organizmalar yagsamaktadir (Oren, 2008).

Tuzla olan iligkilerine gore mikroorganizmalar 3 temel kategoriye ayrilmistir;
optimum olarak 2.5-5.2 M iireyenler, ekstrem halofil 1.5-4.0 M’da iireyenler sinir
ekstrem halofili), optimum olarak 0.5-2.5 M tuzda {ireyenler ilimli halofil ve tiremek
icin tuz gerektirmeyen ancak 2.5 M ‘a kadar yiiksek tuz konsantrasyonlarinda da iyi
tireyebilenler halotolerant mikroorganizmalar olarak gruplandirilmistir (Kushner, 1978;
Kamekura, 1998; Oren, 2008). Basit bir ifadeyle ise bir halofil, optimum tiremesi 50 g/l
yada daha fazla miktardaki tuz konsantrasyonlarinda olan ve en azindan 100 g/l tuzu
tolere eden organizma olarak tanimlanmistir (Oren, 2008)

Hipertuzlu ortamlarda halofilik arkeler ve bunlarla birlikte daha az oranda
halofilik bakteriler, halofilik fungi ve protistalar bulunmaktadir (Pasic ve ark., 2005).
16s rRNA dizilerine gore halofilik mikroorganizmalar Archaea, Bacteria ve Eukarya
olmak tiizere 3 domaine dagilmistir. Archaea igerisinde en tuzcul olanlar
Halobacteriales ordosunda bulunmaktadir ve Methanosarcinales ordosunda ise
halofilik ya da yiiksek halotolerant iiyelere rastlanmistir. Halofilik arkeler arke
domaininin sadece Euryarchaeota filumunda tespit edilmistir, heniiz Crenarchaeota
filumuna dahil olan halofilik iliye bildirilmemistir. Bakteri domaininde de halofili
yaygindir ve halofilik tiyeleri Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Spirochaetes ve Bacteroidetes filumlarinda yer almaktadir. Yiiksek



tuzlu ortamlarda dkaryotik mikroorganizmalardan tek hiicre yesil alg Dunaliella ve bazi
kabuklular yasamaktadir. Funguslar arasinda halofik kriterlerine uygun sekilde yiiksek
hatta doygunluga yakin tuz konsantrasyonlarinda iireyebilen iiyeler mevcuttur;
Trimmatostroma salinum ve Hortaea werneckii. Bu organizmalar tuzlu su ve diger
hipertuzlu ortamlarin dogal canlilaridir. Pleurostomum flabellatum ve Halocafetaria
seosinensis gibi flagelalli veya flagellasiz protistler de doygunluga yakin tuz

konsantrasyonlarinda yasamaktadir (Oren, 2008).
2.1.1. Halofilik Arkeler

Halofilik arkeler, Archaea domaini Euryarchaeota filumu, Halobacteria
smifina dahil Halobacteriales ordosunun tek familyasi olan Halobacteriaceae altinda
toplanmigtir. Halobacteriacea ilk olarak 1974 yilinda Gibbons tarafindan,
gelisebilmeleri icin minimum 2 M NaCl gerektiren obligat halofilik mikroorganizmalari
iceren familya olarak tanimlanmistir (Savage ve ark., 2007).

Halobacteriacea familyasi igerisinde giinimgze kadar 42 cins tanimlanmuistir;
Haladaptatus, Halalkalicoccus, Halarchaeum, Haloarchaeobius, Haloarcula,
Halobacterium, Halobaculum, Halobellus, Halobiforma, Halococcus, Haloferax,
Halogeometricum, Halogranum, Halolamina, Halomarina, Halomethanococcus,
Halomicrobium, Halonotius, Halopelagius, Halopenitus, Halopiger, Haloplanus,
Haloquadratum, Halorhabdus, Halorientalis, Halorubrobacterium, Halorubrum,
Halosarcina, Halosimplex, Halostagnicola, Haloterrigena, Halovenus, Halovivax,
Natrialba, Natrinema, Natronoarchaeum, Natronobacterium, Natronococcus,
Natronolimnobius, Natronomonas, Natronorubrum, Salarchaeum (Euzeby, 2013).

Halofilik arkeler genel olarak; aerobik ya da fakiiltatif anaerobik, igerdikleri
karotenoid pigmentlerinden dolayr pembe-kirmizi renk tonlarinda ve ¢ok cesitli hiicre
sekillerinde bulunabilen (cubuk, kok, iicgen, kare, yamuk), katalaz ve oksidaz
aktivitelerine sahip, Gram (-), kemoorganotrofik ve iiremeleri i¢gin minimum 1.5 M
NaCl’e ihtiya¢ duyan organizmalardir (Castillo ve ark., 2007). Uremeleri igin 1.5 M
NaCl gereksinimleri olmasina ragmen bazi familya {iyeleri deniz suyu ve kiikiirtce

zengin kaynak suyu gibi diisiik tuzlu ¢evrelerden de izole edilebilmislerdir (Rodriguez-
Valera, 1979; Elshahed ve ark., 2004).
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Halobacteriaceae familyasi iiyeleri, tuz golleri, sodali goller, tuzlalar ve tuzlu
topraklar gibi toplam tuz konsantrasyonu, iyonik kompozisyon ve pH bakimindan
cesitlilik gosteren yiikksek tuzlu ortamlarda yogun bir sekilde bulunmaktadirlar.
Halofilik arkelerin dogadaki dagilimini belirleyen en onemli faktorler; toplam tuz
konsantrasyonu, tuzlarin iyonik kompozisyonu ve mevcut besinlerdir. Halofilik
arkelerin  ¢ogu  tiirleri, 2,5-3 M’in altindaki tuz konsantrasyonlarinda
gelisememektedirler. 1-2 M tuzlu su igerisinde hiicreler zarar gormekte ve tiirlerin gogu
ise lizize ugramaktadir. Bu nedenle, yeterli miktarda tuz konsantrasyonunun bulunmasi
halofilik arkelerin gelisebilmeleri i¢in 6n sarttir. Halofilik arkeler ayrica yiiksek pH
degerlerine sahip tuzlu sularda da (Magadi golii-Kenya ve Wadi Natiirn goli-Maisir)
yogun olarak bulunmaktadir. Dogal ortamlarin yani sira bu grup organizmalar yiiksek
tuz iceren tuzlanmus et, deri, sos gibi yapay ortamlardan da izole edilmislerdir (Oren,
2001).

Halofilik arkelerin biiyiik bir kismi nétral pH derecelerinde tireme 6zelligine
sahipken, asidofilik karakterde halofilik arkeler heniiz rapor edilmemistir. pH degeri 6,0
civarinda olan Olii Deniz halofilik arkelerin yogun olarak gelisebildikleri en asidik
ortam olmasityla dikkat c¢ekmektedir (Oren ve Gurevich, 1993). Ancak,
Halobacteriaceae familyasina ait oldugu tespit edilen MHI-52-1 susunun pH degeri 4.4
olan ortamlarda iireyebilme 0Ozelliginin oldugu rapor edilmistir (Minegishi ve ark.,
2008).

Halofilik arkelerin ¢ogu genellikle 35°C ile 50°C araligindaki yiiksek
sicakliklar tercih ederler (Shand ve Perez, 1999). Tiim ektrem halofilik arkelerde en
yiiksek optimum sicaklik degerine sahip olan organizma Natronolimnobius aegyptiacus
‘dur. Bu organizma optimum olarak 55°C sicakliginda iireyebilmektedir (Allen ve ark.,
2008). Bunun digsinda, Haloferax elongans, Haloarcula quadrata, ve Haloferax
mediterranei’nin optimum tireme sicakligr 51-53°C arasinda degismektedir. Fakat bu
sicakliklardan c¢ok daha soguk ortamlara adapte olmus tirler de bulunmaktadir.
Antartika’daki Deep Lake, sicakligt 0°C’nin altindaki sicakliklarla 11,5°C arasinda
degisen su sicakligina sahip bir goldiir. Bu gélden Halorubrum lacusprofundi halofilik
arke tiirii izole edilmistir. Bu tliriin optimum tiireme sicakligr 31°C ile 37°C arasinda
olmasina ragmen 4°C gibi diisiik sicakliklarda da yavas gelisebilmektedir (Franzmann

ve ark., 1988). Halofilik arkeler ayrica tuzlu topraklardan da izole edilmistir.



Ispanya’nin Akdeniz kiyilar1 (Queseda ve ark., 1982), eski SSCB’nin yiiksek dag ve
diizliklerindeki g¢orak alanlardan da izole edilmistir (Kulicheuskaya ve ark., 1992;
Zyvagintseva ve Tarasov 1988). Halobacteriaceae iiyeleri ayrica, bozulmadan
saklanmasi i¢in tuzlanmis yiyecek, deri ve diger iiriinlerde de bulunabilmektedirler
(Rodriguez-Valera, 1988).

Halofilik arkelerde hiicresel yapilar1 bakimindan diger mikroorganizmalarla
karsilastirildiginda 6nemli farkliliklara sahiptirler ve bu farkliliklar filogenetik agidan
bliylik 6nem tasimaktadir. Bakterilerin aksine arkelerde peptidoglikan yapisinda bir
hiicre duvart bulunmamaktadir. Bakteri ve Okaryotlarin hiicre zarinda gliserole ester
bag1 ile baglanan yag asitleri bulunurken, arkelerin hiicre zarinda ise gliserole eter
baglar1 ile baglanmis uzun hidrokarbon zincirleri bulunmaktadir (Kates, 1992).
Halofilik bakterilerin gliserol eter lipidleri; gliseroliin 2. ve 3. karbon atomlarina eter
bagiyla fitanil alkil (6r; Cyo izoprenoid tiirevi) zincirlerin baglanmasi sonucu olusur.
Difitanil gliserol dieterler (Cyo, Cy0) tiim halofilik bakterilerde major yapidir (Russell,
1989). Halofilik bakterilerde Ca, Cso dibifitanildigliserol tetraeter yapist yoktur. Bu
yapida Cyo alkil zincirlerini olusturmak {izere 2 dieter lizerinde yer alan fitanil zincir
ciftleri birlesmektedir. Tetracterler termofilik Arkelerde baskin lipidlerdir ve
metanogenik Arkelerde de bulunmaktadir. Halofilik bakterilerde tetraeterlerin yoklugu
yiiksek tuzlulukta halobakteriyal membran yapisin1 akigkan tutma ihtiyacindan
kaynaklanmis olacag diistiniilmektedir. Ciinkii tetracter yapisi ¢ift tabakayi birbirine
kitleyerek bir monolayer tabakasi olusturmakta ve bdylece daha saglam bir yap:
olusturmaktadir. Ancak bu konuda daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
(Russel, 1989). Gliserol eter yapist bir bas grubu ile baglantilidir. Bu bas grubu
fosfotidilgliserol, fosfotidilgliserolfosfat, fosfotidilgliserolsiilfat olabilmektedir. Boylece
difitanilgliserol dieterin analoglar iiretilebilmektedir (Russell, 1989). Bas grubundaki
gliserol kismi iki ya da ii¢ sekerle glikolipidleri olusturmak icin glikozillenebilir
buradaki son seker siilfatlanabilir (Russell, 1989). Halofilik arkelerde, membran
yapisinda Finatil, sesterpanil ve izopirenoid igeren Dialkil gliserol dieterler (DGD)
bulunmaktadir. 10% ile 30% NaCl(w/v) arasindaki tuz konsatrasyonlarinda biiyiiyebilen
Halorhabdus utahensis, Natronomonas pharaonis, Haloferax sulfurifontis ve
Halobaculum gomorrense ile yapilan c¢alismalar degisik tuz konsatrasyonlarina

adaptasyon ile membranda bulunan lipitlerdeki dialkil gliserol dieterler (DGDs) ve



bunlarin doymus, doymamis veya asirt doymus olmalar1 arasinda bir korelasyonun
oldugunu gostermistir. Doygun olmayan DGD’ler yiiksek tuzlu cevrelerde osmotik
strese karsi olusturulan fizyolojik bir yanittir (Dawson ve ark., 2012).

Halofilik arkelerin ¢ok biiyiik bir boliimii hiicre zarlarinda ¢ok yiiksek miktarda
a-bakterioruberin’in Csp diiz zincir tiirevli karotenoid pigmentlerinden ve daha az
miktarda icerdikleri Cy tipi karotenoidlerden (likopen ve P-karoten) dolayr parlak
kirmizidan turuncuya kadar degisen renk tonlarinda goriiliirler. Karotenoid pigmentleri
sayesinde hiicreyi iyonize radyasyona karsi korumaktadirlar ve fotoreaktivasyona
yardim etmektedirler (Wu ve ark., 1983). Ayrica halofilik arkelerde retinal pigment
iceren 4 farkli protein tanimlanmistir; bakteriyorodopsin (isikla g¢alisan dis proton
pompasi), halorodopsin (1sikla ¢alisan i¢ Cl'- pompasi) ve 2 adet alict rodopsin (1518a
duyarli fototaksis olayna katilirlar). Mor pigmentli bakteriyodopsin, Halobacterium
salinarum ve Halorubrum sodomonse’de bulunmustur (Oesterhelt, 1998; Oren, 2001).
H.salinarium’daki bakteriyorodopsin retinal igeren sadece bir polipeptid zincirinden
meydana gelmis bir integral zar proteinidir. Bu protein hiicre disina protonlarin 151k ile
transferini  saglayarak transmembran elektrokimyasal gradiyenti ile ATP
sentezlenmesini saglar (Yatsunami ve ark., 2000).

Halofilik arkelerin biiyiik bir boliimii, ¢ozliniir oksijen miktar1 diisiik olan tuzlu
sularda oksijen ve 151k alinimini arttiran ve ylizmeye olanak saglayan gaz vezikiilleri
icermektedirler. Ayrica bu gaz vezikiillerinin UV 1sinlarina karst da koruyucu kalkan
gorevi gordiigii belirtilmistir (DasSarma, 1993; Beard ve ark., 1997).

Halofilik mikroorganizmalar yiliksek tuzda yasamalari nedeniyle ortamda
diisiik su aktivitesi bulunmaktadir. Biyolojik membranlar suya ge¢irimli oldugu i¢in
hiicre i¢i katt madde konsantrasyonu ortamdaki tuz konsantrasyonuna ozmotik olarak en
az esit olacak sekilde ayarlanmaktadir. Aksi takdirde hiicre su kaybedecektir. Bunun
disinda hiicrenin genislemesine ve biiylimesine i1zin vermek i¢in minimal turgor
basincinin en az diizeyde var olmasi gerekmektedir. Mikrobiyal yasam gerekli ozmotik
ayarlamay1 saglamak i¢in iki farkli strateji gelistirmistir. Biyouyumlu molekiiller
biriktirmek ve hiicre sitoplazmasinda yiiksek konsantrasyonlarda K* ve CI* iyonu
biriktirmektir. Halofilik arkeler doygun tuz konsantrasyonlarinda (5,2 M NaCl)
yasayabilmek icin “salt-in” stratejisi ile ozmotik dengeyi saglamak zorundadirlar. Bu

amagla yiiksek osmotik basinca kars1 koyabilmek i¢in sitoplazmalarinda basta K* ve CI



olmak iizere yiiksek oranlarda iyonlar biriktirmektedirler. Yaklasik 5 M olan hiicre i¢i
tuz konsantrasyonunun, biyiik kismini KCI ve daha az olmak iizere NaCl
olusturmaktadir (Kushner, 1985; Hough ve Danson, 1989). Halofilik arkeler, ic
ortamlarinda ozmolit ¢6ziinlir madde olarak, dis ortamdakinin 100 kat1 oraninda KCI
biriktirdikleri i¢in, hiicresel bilesenleri de bu tuz konsantrasyonuna adapte olmustur.
Proteinlerin stabilitesi ve fonksiyonlarin1 yerine getirebilmesi i¢in bu tuz oram
gereklidir. Halofilik arkeler protein yapisinda diger canlilara gore negatif yiiklii amino
asit sikligini arttirmis ve ortamin “salting out” etkisini dengelemek i¢in polar olmayan
amino asit miktarin1 azaltarak adapte olmuslardir (Danson ve Hough, 1997; Sellek ve
Chaudhuri, 1999; Hough ve Danson, 1999; Kunte ve ark., 2001).

Halofilik arkeler hiicre ceperlerindeki asidik polisakkaritleri sayesinde dis
ortamin yiiksek tuz konsantrasyonu olan 5M NaCl’de yasayabilmekte ve tuza
gereksinim duymaktadir. Ceperde asidik polisakkaritlerin bulunmasi asidik olan ve eksi
yikli olan bu yapmin pozitif bir yiikle noétrlestirilmesi gerektirmektedir. Bu
notiirlestirme olayr disaridaki habitatin tuz icerigi sayesinde gerceklesmektedir.
Optimum olarak yiliksek tuzda yasadiklari i¢in ortamda tuzlarin yoklugunda hiicreler
Olmektedir. Ciinkii ¢eperde bulunan asidik polisakkaritler nétiirlesemedigi zaman
kimyasal bir olay olan iki negatif yiikiin birbirini itmesinden dolay1 ¢eperde porlar
olusmakta ve hiicre ¢eperi lizis olmaktadir. Bu nedenle yiiksek tuz ekstrem halofilik
Arke’ler i¢in hayati 6nem tasimaktadir (Grand ve ark., 2001).

Halofilik arkeler aerobik ve heterotrofik karakterdedirler. Karbon
kaynaklarimin aerobik yikimi, glioksilat dongiisii ve sitokrom zinciri igeren elektron
transport sistemi ile trikarboksilikasit dongiisii temelinde ger¢eklesmektedir. Yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip ortamlarda oksijen c¢oziiniirliiginlin az olmasindan dolay:
halofilik arkelerin ¢ogu fumarat, trimetilamin N-oksit (TMAO), dimetilsiilfoksit
(DMSO), arjinin varliginda veya 1sik varliginda bakteriyorodopsin araciligiyla
anaerobik olarak tireme yetenegine sahiptirler (Hartmann ve ark., 1980; Mancinelli ve
Hochstein, 1986; Oren ve Triiper, 1990; Oren ve Litchfield, 1999).

Halobacteriales ordosunda bulunan Halofilik arkeler énemli biyoteknolojik
potansiyel ve uygulamalara sahiptirler. Halofilik arkelerin eter lipitleri esterazlara karsi
direncli olduklar1 icin lipozom yapiminda kullanilmas: ile ilgili calismalar

stirdiiriilmektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda aktivite gosteren ekzoenzimleri,



yilksek tuz igerigine sahip ortamlardaki makromolekiillerin yikimi ile ilgili
biyoteknolojik proseslerde kullanilabilirler (Chaga ve ark.,, 1993; Margesin ve
Scihinner, 2001). Halobacterium salinarum’dan elde edilen 1s18a bagimli proton
pompas1 bakteriyorodopsin 6nemli biyoteknolojik potansiyele sahip olup bilgi
depolamada kullanilabilecegi ileri siirlilmiistiir (Oesterhelt ve ark., 1991).
Bakteriyorodopsin’in protein tabanli giiclii bilgisayarlarda islemci ve hafiza olarak
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Birge, 1995). Ayrica bakteriyorodopsinin, giines
1s1gindan elektrik liretimi, kimyasal ve biyosensorlerde kullanilmasi gibi alanlarda da
biyoteknolojik potansiyele sahip oldugu belirtilmigtir (Margesin ve Scihinner, 2001).
Bazi halofilik arke tiirleri hiicrelerinde biyoplastik yapiminda kullanilan poli-B-
hidroksialkonat (PHA) biriktirmektedirler (Rodriguez-Valera ve ark., 1991; Hezayen ve
ark., 2002).

2.2. Tuzlu Ortamlarda Organik Maddelerin Biyodegradasyonu

Biyolojik pargalanma, kompleks kimyasal bilesiklerin biyolojik olarak
katalizlenerek azaltilmasi ve daha az =zararsiz iirlinlere doOnistiirilmesi olarak
tanimlanabilir (Alexander, 1994). Organik kirleticilerin ¢ogu aerobik sartlar altinda hizli
bir sekilde mikroorganizmalar tarafindan pargalanabilmektedir (Riser-Roberts, 1998).

Organik bilesiklerce kontamine olan ¢evreler genellikle asir1 tuzlu, asidik, bazik,
yiiksek veya diisiik sicaklik 6zellikleri ile karakterize edilmektedir. Yiiksek tuz icerigine
sahip olan ortamlar olduk¢a 6nemli ekolojik degerlere sahiptir. Bu ortamlar insan
ve/veya cevresel kaynakli bazi nedenlerden dolayr organik kirleticilere maruz
kalmaktadir.

Avrupa birliginde yilda 30 milyon tonu asan kullanimi dikkate alindiginda
NaCl’iin ekonomik Oneminin ¢ok biiyiik oldugu anlagilmaktadir. Tuzun kullanildigi
baslica sektorler; kimya endiistri (6zellikle kloralkali sektorii), yol buzunun ¢oziilmesi
ve tarim-gida endiistrileridir. Bu alanlara oranla daha az kullanilan alanlar ise tekstil ve
deri, petrol ve sert su yumusatma sektorleridir. Tiim bu alanlarda hem tuz (NaCl) hem
de organik madde yonilinden zengin tuzlu atik sular iiretilmektedir. Bu atik su
arittilmadan Once alict ortama verildigi zaman, toprak, yiizey ve yeralti sularinin
kirlenmesi seklinde ciddi zararlara neden olabilmektedir (Lefebvre ve Moletta, 2006).

Tuzlu atitk sularin tipik attk su uygulamalarinda kullanilan konvansiyonel
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organizmalarla aritimi zordur. Dilusyon yapmadan organik maddeleri biyolojik aritimla
gidermek i¢in yiiksek tuz derisimlerinde yasamaya adapte olmus organizmalarin
kullanilmasi gerekmektedir. Biiyiik bir kismi arke domaininine ait ekstrem halofilik
organizma enzimlerinin yiiksek iyonik siddette aktivite gosterecek sekilde adapte
olmalari, yiiksek tuz iceren endiistriyel atik sularin biyolojik aritiminda bu
organizmalarin kullanim potansiyellerini arttirmaktadir (Hough ve Danson, 1999).
Tuzlu c¢evrelerde halofilik mikroorganizmalarca organik kirleticilerin
biyodegradasyonu ile ilgili fazla bilgi bulunmamakla birlikte endiistriyel atiklarin %
5’nin tuzlu ve asirt tuzlu oldugu tahmin edilmektedir (Borgne ve ark., 2008). Tuzlu ve
asirt tuzlu cevreler endiistriyel aktiviteler neticesinde organik bilesiklerle kontamine
edilmektedir (Oren ve ark., 1992). Organik bilesikler ve tuzca zengin atik sulardaki
kontaminant gideriminin geleneksel organizmalarca gergeklestirilmesi oldukga giictiir.
Bu nedenle, son zamanlarda halofilik ve/veya halotolerant mikroorganizmalarla
biyodegradasyon proseslerinin uygulanmasi cazip hale gelmektedir. Artan tuz oraniyla
birlikte organik bilesiklerin (hidrokarbonlarin) biyodegradasyonunun negatif yonde
etkiledigi bildirilmistir (Ward ve Brock, 1978 ). Mikrobiyal hidrokarbonoklastik aktivite
tizerinde tuzlulugun etkisinin mikroorganizmalarin habitatlarinda maruz kaldiklar1 tuz
derisimine bagli olarak degistigi bildirilmistir. Cok diisiik tuz konsantrasyonlarinin
hidrokarbonoklastik aktiviteyi azalttigi ve optimum biyodegradasyonun ilimli tuzluluk
oranlarinda gergeklesebilecegi vurgulanmistir (Abed ve ark., 2006; Diaz ve ark.,2002).
Ancak tuzlu su sedimentlerinden izole edilen halofilik arke Haloarcula vallismortis ile
eicosan gibi  hidrokarbonlarin  yiiksek tuz konsantrasyonlarinda daha 1iyi
parcalanabildigini gosterilmistir (Bertrand ve ark., 1990). Son zamanlarda 6zellikle
hidrokarbon pargalayabilme yeteneginde olan halofilik arkelere olan ilgi tuzlu
atiksulardaki petrol kirliligine bagl olarak artmigtir (Tapilatu ve ark., 2010). ilk bilinen
hidrokarbon pargalayici arke, Bertrand ve ark. (1990) tarafindan Aigues-Mortes tuzlu
batakligindan izole edilmis ve Halobacterium olarak tanimlanmistir. Ayrica, Haloferax
mediterranei M-11 susunun tek karbon kaynagi olarak petroli kullanabildigi
gosterilmistir (Zvyagintseva ve ark., 1995). Tapilatu ve ark. (2010) Haloarcula ve
Haloferax cinslerine ait arkelerin hidrokarbonlar1 pargalayabildigini gostermistir.
Erdogmus ve ark. (2013)’nin 16S rRNA sekans analizlerine gore tanimladigi

Halobacterium piscisalsi, Halorubrum ezzemoulense, Halobacterium salinarium,
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Haloarcula hispanica, Haloferax sp., Halorubrum sp. ve Haloarcula sp. suslarinin tek
karbon ve enerji kaynagi olarak p-hidroksibenzoik asit, naftalin, fenantren ve pireni
kullanabildigi bildirilmistir. Tuzlu petrol kaynaklar1 ile kontamine olmus topraklardan
izole edilen Haloferax sp. S1227 ve Haloarcula sp. D1 suslar1 ile yapilan diger
caligmalarda, mikroorganizmalarin benzoat, sinnamat, 3-fenilpropionat ve 4-
hidroksibenzoik asit gibi organik bilesikleri parcalayabildikleri gosterilmistir (Fu ve
Oriel, 1999; Gescher ve ark., 2002).

Arkeler disinda diger Dbakteri ve funguslarin dahil oldugu 1limh
halofilik/halotolerant organizmalarin da petrol hidrokarbonlari, aromatik bilesikler,
fenol ve fenolik bilesikler, halojenli bilesikler ve organik solventler, BTEX (benzen,
toluen, etilbenzen, ksilen), organofosforlu bilesikler ve tekstil  boyalarini
pargalayabildigi bildirilmistir (Oie ve ark., 2007; Peyton ve ark., 2002; Borgne ve ark.,
2008; Garcia ve ark., 2004; Bastos ve ark., 2000).

Ortamdaki hidrokarbonlarin mikroorganizmalarca yikima ugratilabilmesi i¢in
oncelikle bu bilesiklerin ¢oziinebilir forma getirilmesi gerekmektedir. Baz1 halofilik
organizmalarin hidrokarbonlarin ¢6ziinmesini saglayan bazi maddeler iiretebildikleri
gozlenmistir (Diaz  ve ark., 2002). Tuzlu ortamlardaki hidrokarbonlarin
biyodegradasyonu ortamdaki tuz konsantrasyonu ve ilgili hidrokarbonun
¢Oziiniirliigliniin yan1 sira, onemli Ol¢lide oksijen miktarindan da etkilenmektedir.
Aerobik hidrokarbon biyodegradasyonunda oksijen 6nemli rol oynamaktadir. Tuz
derigiminin artmast ve ¢Oziinmis oksijen miktarinin azalmasina bagli olarak

degradasyon oranini azalmaktadir (Martins ve Peixoto, 2012).

2.2.1 Aerobik Biyodegradasyon

Aerobik mikrobiyal gelisim ve solunum orani ¢dziinmiis oksijen miktarina
baghdir. Aerobik biyodegradasyon ig¢in kritik oksijen konsantrasyonunun 0.01-0.038
mg/l arasinda degistigi bildirilmistir. Yiiksek oksijen diizeylerinin aerobik hidrokarbon
biyodegradasyonu i¢in gerekli oldugu ve bu gereksinimin glukoz gibi daha kiiclik
molekiille agirligma sahip ve aromatik olmayan bilesiklerin yikimi icin gereken
oksijenden daha fazla oldugu gosterilmistir. Aromatik halkanin yikimi siiresince ko-

substrat olarak oksijenin gerekli oldugu belirtilmistir (Wilson ve Bouwer, 1997).
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Mikroorganizmalar gelisimlerini siirdiirebilmek igin karbon ve enerji kaynagi
olarak organik Kkirleticileri kullanabilmektedir. Aerobik biyodegradasyonun temel
enzimatik reaksiyonlar1 oksigenazlar ve peroksidazlar tarafindan katalizlenen
oksidasyon reaksiyonlaridir. Oksigenazlar, substrat igerisine oksijeninin katilimini
gerceklestiren oksidorediiktazlardir. Aerobik degradasyon gerceklestiren organizmalar
metabolik yolda baslangictaki substrata atak esnasinda ve solunum zincirinin son
asamasinda olmak lizere 2 asamada oksijene ihtiya¢ duyarlar. Oksigenaz prosesleri,
yikimi zor olan organik Kirleticilerin ko-metabolik degradasyonunu artirilmasinda
onemli bir role sahiptir. Organik kirleticilerin aerobik mikroorganizmalar tarafindan

parcalanmasinin temel prensipleri Sekil 2.1°de gosterilmistir.
Hidrokarbonlar
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Sekil 2.1. Aerobik mikroorganizmalarin tarafindan hidrokarbonlarin pargalanmasi
(Fritsche ve Hofrichter, 2008).
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Organik kirleticilerin, aerobik mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasindaki
temel prensipler (Fritsche ve Hofrichter, 2008);

e Mikroorganizmalar ve organik kirleticiler arasindaki metabolik proseslerin
gerceklesebilmesi i¢in kimyasallarin organizmalar tarafindan erisilebilir olmasi
gerekmektedir.

e Biyolojik parcalanmada hiicre i¢ginde gergeklestirilen ilk asama oksidasyondur. Bu
asama oksigenaz ve peroksidaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir.

e Organik Kirletici hiicre igerisinde metabolik yollar iizerinden kademeli olarak
pargalanir ve merkezi par¢galanma mekanizmasina girecek forma doniistiiriiliir.

e Mikrobiyal kiitlenin olusmasi metabolitlerin biyosentezi ile saglanir. Cesitli
biyosentezleme ve tireme i¢in gerekli olan seker glikoneogenez ile saglanir.

Yapay organik aromatik bilesiklerin (ksenobiyotik) mikroorganizmalar
tarafindan parcalanabilmesi igin Oncelikle dogada bulunan dogal bilesiklere
doniistiiriilmesi  gereklidir. Bu amagla ksenobiyotik bilesikler oOncelikle katesol ve
protokatesol’e dontistiriiliir (Sekil 2.2).

5
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Sekil 2.2. Katesol ve protokatesole doniistiiriilen dogal ve yapay aromatik bilesikler
(Fritsche ve Hofrichter, 2008).
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Mikroorganizmalarin oksijenazlar araciligiyla hidrokarbonlar1 oksitleyebilmeleri
icin aerobik sartlar gereklidir. Ortamdaki tuz konsantrasyonunun hem osmotik basinci
arttirmast hem de oksijen ¢oziinlirliiglinlii azaltmasi nedeniyle aerobik degradasyonu
olumsuz yonde etkilenmektedir. Ulrich ve ark. (2009), artan NaCI konsantrasyonuna
bagli olarak alifatik ve aromatik substratlarin mineralizasyonunun azaldigini

bildirmistir.
2.2.2. Fenol ve Biyodegradasyonu

Fenol, mevcut organik bilesikler icerisinde en yaygin kullanilan maddedir ve bir
cok sentetik organik bilesigin temel yapisal birimini olusturmaktadir. Dogada fenol, 6lii
cliriyen organik madde ve komiirde bulunur. Alman kimyaci Runge 1834 yilinda
komiir katranindan fenolii izole etmis ve karbolsaure (komiir-petrol asidi ya da karbolik
asit) olarak isimlendirmistir ve 1841 yilina kadar fenoliin kimyasal yapisinin
bilinmedigi tahmin edilmektedir. Fenol (hidroksi benzen) (Sekil 2.3) hem sentetik hem
de dogal olarak iiretilen aromatik bilesiktir. ilk olarak demiryolu traverslerinin ve gemi
kalaslarinin bozulmasini 6nlemek ve lagim aritimi esnasinda kokuyu 6nlemek amaciyla
kullanilmistir. Oda 1s1sinda yari-seffaf, renksiz, kristal yapida, su ile karistirildiginda
beyaz toz ya da kivamli bir sivi goriinlimiindedir. Kristalleri higroskopiktir ve havayla
temas edince kirmizi-pembe renge doniisiir. Suda daha az olmak iizere alkol, gliseril ve
petrolde ¢oziiniir. Fenol ve tiirevleri biiyiik 6lgiide yiikseltgenebilir olduklarindan sudaki
¢ozlinmiis oksijeni alarak suyun oksijenini azaltirlar (Basha ve ark., 2010)

OH

Sekil 2.3. Fenoliin (Hidroksi benzen) kimyasal yapisi

Fenol ve tiirevleri, recine, farmasotik, boya, pestisit plastik, patlayici, herbisit
tretimi, komir endiistrisi ve rafinerilerde yaygin olarak kullanilmakta ve sulara
karigsmaktadir. Cevreye dogal yollardan da fenol girisi olmaktadir; lignin, tanen gibi
aromatik halka igeren polimerlerin biyodegradasyonu ve aromatik amino asit
onciillerinden kaynaklanan metabolitler. Ayrica ahsap koruyucu ve fungisit sentezinde

yaygin olarak kullanilan ksenobiyotiklerin biyodegradasyonu sonucu agiga c¢ikan
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metabolitler seklinde de dogal ortama verilmektedir (ATSDR,1998; Abd-El-Halem ve
ark., 2002).

Fenoller, diisiik konsantrasyonlarda bile insan dahil tiim organizmalara zararh
olduklar1 i¢in oncelikli ve tehlikeli kirleticiler sinifinda yer almaktadir (Banat ve ark.,
2000). Fenol genel bir bakterisidal etkiye sahiptir, 6rnegin E. coli’de fenol uygulamasi
sonrasi, ATP ve potasyum iyonlarinin membrandan gectigi gosterilmistir (Van Schie ve
Young, 2000). igme ve sulama sularinda fenol bulunmasi, insanlar ve hayvanlar
acisindan ciddi bir saglik tehlikesi olusturmaktadir. Fenollerin insanlar iizerinde,
solunum yollarinda tahris, bas agris1 ve gozlerde yanma gibi kisa dénemli etkileri (akut)
ve diisiik diizeyde fenole maruz kalmis insanlarda halsizlik, kas agrisi, sinirlilik, kilo
kayb1 ve yorgunluk seklinde uzun doénemli (kronik) etkileri oldugu tespit edilmistir.
Yiiksek diizeyde maruz kalmis insanlarda ise, akciger kanserinde artigsa, Kalp
hastaliklarina ve bagisiklik sisteminin  olumsuz etkilenmesine neden oldugu
belirtilmistir (IRIS, 2002).

Genellikle petrol rafineleri ve komiir isletme tesisleri gibi endiistrilerden gevreye
birakilan fenol ve bilesiklerinin ekolojik dengeyi bozarak, akuatik yasami olumsuz
yonde etkiledigi belirlenmistir. 5-25 mg/L gibi diisiik konsantrasyonlarda dahi baliklar
tizerinde oldiriicti etkileri bulundugu tespit edilmistir (Saha ve ark., 1999). Ayrica fenol
iceren sularin klorlanmasi sonucu olusan poliklorlu fenol bilesiklerinin, canlilar
tizerinde dogrudan toksik etki yaptigi belirlenmistir (Nakhia and Al-Harazin, 1993;
Yeom ve ark., 1997; Saha ve ark.,1999).

Cok diisiik derisimlerde dahi organizmalara zarar veren fenoller, atik sulardaki
oncelikli kirleticiler olarak kabul edilmektedir. Cevre koruma oOrgiiti (EPA) atik
sulardaki fenol miktarinin 1 ppm den daha diisiik olmasi i¢in diizenlemeler yapmaktadir
(Al-Asheh ve ark., 2003). Biyosfer i¢in oldukc¢a toksik olan fenoliin giderimi énemli
olup, bu amagla kimyasal, fiziksel ve biyolojik teknikler kullanilabilmektedir. Solvent
ekstraktsiyonu, adsorpsiyon, oksidasyon, katyonik maddeler ile koagiilasyon islemi,
ozonlama, iyon degisimi ve membran filtrasyonu gibi biyolojik olmayan ydntemlerle
fenol giderimi gerceklestirilmektedir. Ancak bu tekniklerin maliyeti yiiksek olmakta ve
zararli yan triinler aciga ¢ikmakta ve tek basina bu yontemlerin kullanilmas1 pek etkili
de olmamaktadir. Biyolojik yikim yontemleri ise daha diisiik biitce gerektirdigi ve

kullanilan mikroorganizmalarin bir dizi katabolik reaksiyonlarla mineralizasyonu tam
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gerceklestirdigi igin tercih edilmektedir (Diaz ve Prieto, 2000; Buska ve ark., 2008;
Basha ve ark., 2010).

2.2.2.1. Fenol Biyodegradasyonu

Fenol biyodegradasyonu bakteri, fungus ve aktinomisetleri i¢eren cok degisik
mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucunda gergeklesmektedir. Cesitli bakteri suslari
(Babu ve ark., 1995; Ahamad ve Kunhi 1996; Ahamad ve ark., 1996; Mordocco ve ark.,
1999; Prieto ve ark., 2002; Chung ve ark., 2003; El-Sayed ve ark., 2003; Feitkenhauer
ve ark., 2003; Kumar ve ark., 2005; Karigar ve ark., 2006; Shetty ve ark., 2007; Agarry
ve ark., 2008; Liu ve ark., 2009; Ma ve ark., 2010), bazi mayalar (Fialova ve ark., 2004;
Yan ve ark., 2005; Agarry ve ark., 2008) ve miselli funguslar (Anselmo ve ark., 1989;
Santos ve ark., 2003; Agarry ve ark., 2008; Yordanova ve ark., 2009) fenolii karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanabilmektedir. Saf ve karigik kiiltlirler kullanilarak fenoliin
biyodegradasyonu ile ilgili ¢ok sayida c¢alisma yapilmistir (Collins ve ark, 2005; Dursun
ve Tepe, 2005; Marrot, 2006; Laowansiri ve ark., 2008; Celik ve ark., 2008; Shen ve
ark., 2009; Santos ve ark., 2009).

Fenol biyodegradasyonu ile ilgili c¢aligmalarin ¢ogunda kullanilan
mikroorganizmalarin (Pseudomonas Bacillus sp, Pseudomonas sp, Acinetobacter sp,
Fusarium sp, Phanerocheate chrysosporium, Corious versicolor) yiiksek tuz
konsantrasyonunda iiremeleri inhibe olmaktadir (Prieto ve ark., 2002). Tuzlu ortamlarda
fenol ve fenolik bilesiklerin biyoremediasyonunun siradan mikroorganizmalar ile
gerceklestirilmesi miimkiin degildir. Ekstremofillerden halofilik organizmalarin
enzimleri yliksek iyonik siddette aktive gosterecek sekilde adapte oldugu i¢in 6zellikle
yiiksek oranda tuz iceren endistriyel atik sulardaki fenoliin biyolojik yikimini
saglayarak giderimi konusunda halofilik/halotolerant bakteri ve/veya halofilik arkelerin
kullanim daha etkili bir segenek olarak goriilmektedir. Endiistriyel prosesler sonucunda
aciga cikan fenolik bilesiklerin aritiminda karsilagilan en biiylik problem, degradasyon
etkinligini azaltan yliksek miktardaki tuzdan dolayi, son zamanlarda fenol degradasyonu
ile yapilan ¢aligmalarda halofilik organizmalar {izerinde yogunlasmistir. Halofililik ve
halotolerant bakterilerle fenol biyodegradasyonu iizerine az sayida ¢alisma bulunmakla
birlikte, endiistriyel potansiyele sahip ekstremozimler igeren halofilik arkelerin fenol

degredasyonu ve detoksifikasyonu ile ilgili calismaya rastlanmamustir.
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Woolard ve Irving (1995), biiylik tuz goliinden izole ettikleri halofilik bakteriyal
biyofilmi ile, Hinteregger ve Schreiber (1997) ise ayn1 bdlgeden izole etikleri ve fenol
parcgalayabilen ve optimum %3-5 arasindaki tuz konsantrasyonunda tireyen Halomonas
susu ile fenol degradasyon kapasitesi ile ilgili ¢alismalar yapmistir. Alva ve Peyton
(2003)’un yaptg1 diger bir c¢alisma ile haloalkalifilik bir bakteri olan Halomonas
campisalis’in fenol ve katesol biyodegradasyonu yapabildigi bildirilmistir. Coprinus
cinereus, coprinus micaceus, Phanerochaete chrysosporium, Graphium sp. FIB4,
Candida tropicalis, Rhodotorula glutinis, Aspergillus fumigatus, Trichosporon
cutaneum gibi funguslarin fenolii ve fenolik bilesikleri kullanabildigi ve bu
organizmalar arasindan sadece Candida tropicalis’in osmotik stres altinda fenolii
parcalayabildigi bildirilmistir (Bastos ve ark., 2000; Singh, 2006).

Yiiksek fenol konsantrasyonu bircok mikroorganizma i¢in toksik 6zellige sahip
oldugundan dolay1r substrat inhibisyonunun {istesinden gelebilmek icin adaptasyon,
hiicre immobilizasyonu ve yeast ekstrakt ya da glukoz gibi diger karbon kaynagi ilavesi
uygulamalar1 yapilmaktadir (Lop ve Tar, 2000; Masque ve ark., 1987; Loh ve Wang,
1998; Viggiani ve ark.,, 2006). Mikroorganizma hiicrelerinin yiiksek fenol
konsantrasyonlarina adaptasyonunun, substrat inhibisyonu problemi ¢oziimiinde en
etkili yontem oldugu bildirilmistir (Lob ve Tar, 2000). Yiiksek fenol
konsantrasyonlarina adaptasyonla, fenol yikimina karisan belirli intraseliiler enzimlerin
ifade edilerek mikroorganizmalarin yiiksek fenol ortamma uyumu saglanmaktadir
(Kumar ve ark., 2004). Ayrica adaptasyonla fenol parcalama etkinligi olmayan ya da
diisiik olan mikroorganizmalar etkin hale getirilebilmektedir. Arai ve ark. (1998) tek
karbon ve enerji kaynag1 olarak fenoliin bulundugu bir ortamda gelisebilme yetenegi
bulunmayan Comamomas tesroteroni TA441’nin 2-3 hafta fenol igeren ortamda inkiibe
edildikten sonra fenolden yararlanabilme yeteneginin kazandirilabildigini ve fenol
hidroksilaz ve katesol 2,3-dioksigenaz enzimlerinin fenole adapte hiicrelerde
indiiklenebildigini gostermistir. Diger bir calismada, Pseudomonas fluorescence
KNU417 susunda On-adaptasyon ile fenol yikim oraninin Onemli Olcilide
hizlandirilabildigi ve adaptasyonla saglanan bu etkinin katesol 1,2-dioksigenaz
indiiksiyonuna bagli oldugu bildirilmistir (Kwon ve Yeom, 2009).

Mikrobiyal adaptasyondaki yeni yaklasimlardan birisi ¢apraz adaptasyondur.

Aromatik bilesiklerden benzen, toluen gibi organik bilesiklere adapte edilen kiiltiirlerin
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fenole adapte edilen kiiltiirlere kiyasla fenolii daha etkili bir sekilde pargalayabildikleri
gosterilmistir (Yoem ve ark., 1997).

Fenol, bakteriler tarafindan aerobik sartlar altinda karbondioksite, anearobik
sartlar altinda ise karbondioksit ve metana doniistiiriilir (Fedorak ve Hrudey, 1986;
Fedorak ve ark., 1986; Dobbins ve ark., 1987; Aquino ve ark., 1988). Ara iiriin olarak
benzoat, katesol, cis-Ccis mukonat, - Ketoadipat, suksinat ve asetat agiga ¢ikmaktadir
(Fedorak ve ark., 1986; Knoll ve Winter, 1987). Aerobik kosullar altinda kararli yapida
olan fenol, oksijen ilavesiyle karasiz bir yapiya sahip olan katesole dontstiiriliir
(Harwood ve Parales 1996; Basha ve ark., 2010). Fenol degradasyonunun ilk
reaksiyonunda aromatik halka icine bir oksijen atomunun dahil ederek merkezi ara iiriin
olan katesoliin agiga ¢ikmasini saglayan enzim fenol hidroksilaz (PH) (E.C.1.14.13.7).
Sonraki agamada katesol halka yapis1 orto veya meta oksidasyonu ile agilir. Aromatik
halkanin acilmasi ile ilgili olan ana enzimler aromatik degradasyonu gerceklestiren
degisik bakteriler arasinda korunmus bdlgelere sahiptir. Bu asamada rol oynayan
enzimler intradiol ve ekstradiol olmak iizere iki grup altinda toplanmustir. Intradiol
enzimler iki hidroksik grubu (orto-yikim) arasindaki halkanin  yikiminm
gerceklestirirken, ektradiol enzimler ise (meta-yikim) bir hidroksil grubu ve onun
hidroksillenmemis karbonu arasindaki halkanini yikimini gergeklestirirler (Bonfa ve
ark., 2013). Katesol orto-yikim ile cic,cis-mukonik aside doniistiiriiliir. Bu metabolik
yol ayn1 zamanda P-ketoadipate yolu olarak da bilinmektedir. Bu yolu katalizleyen
enzim Kkatesol 1,2-dioksigenazdir (EC 1.13.11.1). Katesoliin 2-hidroksimukonik
semialdehide (2-HMSA) doniistimii ise meta yikim yolu ile gerg¢eklesir. Bu basamakta
fonksiyon gosteren enzim ise katesol 2,3-dioksigenazdir (EC 1.13.11.2) (Feist ve
Hegeman, 1969; Ornston ve Stainer, 1966). Cesitli reaksiyonlardan sonra orto yol
sonunda siiksinil-CoA ve Asetil-CoA olusur. Diger taraftan, meta yol sonunda ise
piirivat ve asetaldehid olusur. Her iki yol sonunda olusan firiinler TCA dongiisiine
katilirlar (Shingler,1996). Bu nedenle fenoliin orto- metabolik yol yikimi igin cis-Cis-
mukonik asit, Meta- metabolik yol yikimi i¢in ise 2-hidroksimukonik semialdehit
indikator olmaktadir.

Aerobik halofilik ve 1liml1 halofilik bakterilerin fenolii, temelde meta- ve orto-
yikim yolu ile pargaladigi, bazilarinin bu iki yoldan sadece birini bazilarinin ise her iki

metabolik yolu kullanarak fenolii pargaladig: bildirilmistir (Jiang ve ark., 2006; Borgne
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ve ark., 2008). Erdogmus ve ark. (2013), halofilik arke izolatlariyla 4 farkli aromatik
hidrokarbon yikimi ¢aligmasi neticesinde, degradasyonun katesol 1,2-dioksigenaz enzim
varligina bagh olarak orto metabolik yolu {iizerinden gerceklestigini bildirmistir.
Halomonas suslar1 ile yapilan ¢alismalarda, fenoliin katesole yikiminda katesol 1,2-
dioksigenaz enziminin rol oynadig: belirtilmistir (Hinteregger ve Schreiber 1997; Alva
ve Peyton, 2003). Haloalkalifik Halomonas EF11 susunda fenol yikim yolunun kiiltiir
ortamindaki C/N oranina bagli olarak orto ya da meta yolu iizerinden gergeklestigi
bildirilmistir (Maskow ve Kleinsteuber, 2004). Wang ve ark (2007) Acinetobacter sp.
PD12 ile yapilan fenol biyodegradasyonu ¢alismasinda, yikimin katesol 1,2-dioksigenaz

ile yani parcalanmanin orto-yikim yolu ile ger¢eklestigini belirtmistir.

2.3. Mikroorganizmalarin Ureme Kinetigi ve Monod Modeli

Biyodegradasyon reaksiyonlarinda, matematiksel modellerin yer aldig: tireme
kinetigi calismalar1 ile mikroorganzimalarin mevcut substrattan ve ortam kosullarindan
nasil etkilenebilecegi belirlenebilmektedir. Bu modellerden elde edilen veriler,
organizma-substrat iligkisinin degerlendirilmesinde, etkin proseslerin ve reaktorlerin

tasarlanmasinda yol gosterici olmaktadir.

2.3.1. Mikroorganizmalarin Ureme Kinetigi

Kesikli sistemde bir mikroorganizmanin tiremesi, lag, iistsel (logaritmik) artis,
durgun ve Olim fazi olmak iizere farkli evrelerde gerceklesmektedir (Sekil 2.4.)

(Telefoncu, 1995; Waites ve ark., 2001; Madigan ve Martinko, 2010).

Lag fazi: Besin ortamina inokiile edilen hiicre miktarinda baslangicta bir degisikligin
olmadig1 ve hiicre boliinmesinin goriilmedigi kisa bir siireden sonra, yavas hiicre
cogalmasmin gerceklestigi (listsel olmayan) asamadir. Mikroorganizma biyosentez
gerektiren bir besin ortamina ekildiginde lag fazi goriiliir. Bu asamada DNA miktari
artar, enzim sentezi devam eder ve hiicrelerdeki RNA miktarinda 6nemli artis olur.

Logaritmik iireme fazi: Uremenin iistsel olarak gerceklestigi asamadir ve iireme hizi
maksimuma ulagsmaktadir. Bu asamada RNA’ya oranla DNA sentezi daha fazladir. Bu

evredeki hiicre ¢ogalmasi kolayca hesaplanabilir.
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Sekil.2.4. Kesikli iretilen bir bakteri populasyonunun karakteristik iireme egrisi
(Madigan ve Martinko, 2010)

Durgun faz: Kiiltiir ortamindaki besinlerin tiiketilmesine ya da bazi atik iriinlerin
iiremeyi engelleyecek diizeyde birikmesine bagli olarak yeni olusan hiicre sayisi ile dlen
hiicre sayis1 dengelenir. Toplam hiicre sayisinda net bir artis ya da azalma olmaz, sabit
kalir.

Oliim fazi: Olen hiicrelerin sayisi yeni olusanlardan daha fazladir. Oliim faz1 da
logaritmiktir ancak logaritmik iireme evresinde gerceklesene gore cok daha yavastir.
Otoliz sebebiyle ortamin yogunlugu ve viskozitesi azalir (Telefoncu, 1995; Madigan ve
Martinko, 2010).

Mikroorganizmalarin spesifik {lireme hizlar1 ve substrat konsantrasyonu
arasindaki iligski biyoteknolojide oldukga degerli bir 6l¢iit olarak kabul edilmektedir.
Herhangi bir biyodegradasyon prosesinin modellemesinde biyomasin spesifik {ireme
hiz1 ile substratin tiiketim hizi arasindaki denge ile iliskisi gz Oniine alinir. Spesifik
treme hizi (p) hiicrelerin spesifik tireme hizi olup hiicre kiitlesinin toplam biyokiitleye
gore birim zamandaki artigidir. Spesifik lireme hizi, ireme egrisinin {istsel lireme fazina
bagl olarak ve iireme egrisinin birinci tiirevi iizerinden belirlenmektedir (Telefoncu,

1995; El-Naas ve ark., 2009; Al-Khalid ve El-Naas, 2012).

Optik yofjunluk (OD)
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2.3.2. Monod Modeli

Monod modelinde biyokiitlenin artisi ortamda bulunan besine baglidir. Monod
modeline gore, liremeyi sinirlandirict substrat konsantrasyonu arttik¢a spesifik lireme
hiz1 da (p) artar. Kritik substrat konsantrasyonundan sonra ise bu deger sabit kalir. Bu
degerden sonra substrat konsantrasyonundaki artis p degerini etkilemez. Cilinkii artik
hiicre iiremesi besin sinirlamasinda degildir. Substrat konsantrasyonu ile spesifik iireme

hiz1 arasindaki iliski;

_ pmaxs
" Ks+S

K

olarak ifade edilmektedir ve;
p = Spesifik tireme hizi
pmax = Maksimum spesifik iireme hiz1
S = Substrat konsantrasyonu
Ks = Doygunluk sabiti ya da Monod sabitini ifade etmektedir (Okpokwasilli ve Nweke,
2005).
Monod modelindeki Ks, lireme hizinin maksimum degerinin yarisina ulastigi
substrat konsantrasyonudur ve birimi mg/I’dir. Spesifik tireme hizinin tersi alinarak

Lineweaver-Burk ifadesine benzer bir esitlik olusturulabilir;

1 Kz 1

1
E umax  pmax S

1/u 1le 1/S arasinda cizilen grafikten (Sekil 2.5) Ks ve umax degerleri hesaplanir. Diistik
Ks degeri mikroorganizmanin diisiik substrat derisimlerinde de hizli liredigini gosterir

(Higgins ve ark, 1985; Bailey ve Ollis, 1986).

2.3.3. Fenol Degradasyonu ve Ureme Kinetigi

Yiiksek fenol konsantrasyonunun tiremeyi simnirlandirici etkisi oldukga 1yi
bilinmektedir. Bu nedenle, karistk (Marrot ve ark., 2006; Gonzalez ve ark., 2001,
Alcocer ve ark., 2007) ve saf kiiltiirlerde (Bandhyopadhyay ve ark., 1999; Ho ve ark.,

2009) iireme dinamiginin tanimlanabilmesi i¢in degisik substrat inhibisyon modelleri
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1

> umax

1/s
Sekil 2.5. Hiicre igin Lineweaver-Burk grafigi (Atkinson ve Mavituna, 1991)

kullanilmaktadir. Fenollii ortamlarda fenol yikimi ve mikrobiyal iireme kinetiginin
tanimlanmasi icin Monod ve Andrew (Haldane) esitlikleri ve bunlarin modifiye formlari
siklikla kullanilmaktadir (Sokol, 1998; Bandyopadhyay ve ark., 1998; Reardon ve ark.,
2000; Oboirien ve ark., 2005). Monod (1949) ve Haldane (Andrew), (1968) esitlikleri
spesifik lireme hizina bagli olmakla birlikte, spesifik substrat tiikketim hiziyla da
iligkilidir (Edwards, 1970; Solomon ve ark., 1994). Bir baska arastirma grubu ise Yano
ve Koga esitliklerinin daha uygun oldugunu gostermistir (Schroeder ve ark., 1997).

Kesikli kiiltiirlerde gerceklestirilen fenol biyodegradasyon c¢alismalarinda daha
cok Monod treme modeli tercih edilmektedir. Ancak yiiksek fenol
konsantrasyonlarinda bu gegerli olamamaktadir. Uremeyi inhibe edici yiiksek
konsantrasyonlardaki fenol c¢alismalarinda Haldane metodunun daha uygun oldugu
belirlenmistir. Monod modelinde Ks degeri ile mikroorganizmalarin substrata olan
afiniteleri arasinda ters oranti bulunmaktadir (Pirt, 1975). Ks degeri arttifinda
mikroorganizmalarin susbstrata olan ilgileri azalmaktadir. Ks ve pmax degerleri
baslangic fenol konsantrasyonlarma bagli olarak degismektedir. Baslangi¢ fenol
konsantrasyonu arttirildiginda Ks degeri artarken, umax degeri azalmaktadir.

Peyton ve ark. (2002)’de yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, karisik kiiltiirler ile
yaptiklar1 kinetik calismalarinda, spesifik tireme hizinin 0.09 ile 0.22 arasinda
degistigini ve bu oranin artan baslangi¢ fenol konsantrasyonuna bagl olarak azaldigim
bildirmistir.  Non halofilik Pseudomonas putida ATCC 17484 ile yiiksek fenol
konsantrasyonlarinda yapilan kinetik ¢caligmalarda pmax ve Ks degerleri sirastyla 0.03h
1 ve 280 mg/l olarak bulunmustur. (Gonzalez ve ark., 2001). Afzal ve ark. (2007)

farmasotik enddiistrisi  atiksularindan izole ettikleri Pseudomonas aeruginosa ve



23

Pseudomonas pseudomallei ile yaptiklar kinetik ¢aligmalarinda maksimum baslangig
fenol konsatrasyonlarindaki spesifik iireme hizini sirastyla 0.016 h™ ve 0.013 h™* olarak
bulmustur. Her iki sus i¢in diisiik fenol konsantrasyonlarinda lag fazinin goriilmedigi
ancak baglangi¢ yliksek fenol konsantrasyonlarinda lag fazinin uzadigi bildirilmistir.
Fenol yikict suslarin lag fazi baslangig fenol konsantrasyonunun artmasina bagli olarak
uzadig1r ve lag fazi uzunlugunun, mikroorganizmalarin 6nceden fenole adapte edilip
edilmemesine bagli olarak da degistigi belirtilmistir. Pseudomonas putida LY1 ile
yapilan diger ¢alismada da baslangi¢ fenol konsantrasyonunun artmasina bagli olarak
lag fazinin 0-25 saat arasinda degistigi ve kesikli kiiltiir ortamindaki fenoliin tamamen
bitmesine ragmen biyomass konsantrasyonunun artig1 gozlenmistir (Li ve ark., 2010).
Diger arastiricilarin Pseudomonas suslari ile yaptigi ¢alismalarda da benzer sonuglar
elde edilmis ve deneysel asamada gbézlenemeyen ve fenoliin par¢alanmasi sonucunda
aciga cikan ara driinlerin mikroorganizma hiicreleri tarafindan substrat olarak
kullanildig1 belirtilmistir (Hao ve ark., 2002; Saéz ve Rittmann, 1993). Pseudomonas
putida ATCC 49451 susunun fenol degradasyonu ve ilireme kinetigi iliskisinde spesifik
iireme hizinin Haldane esitligi ile ifade edilebilecegi ancak fenol yikim profilinin
tanimlanmasinda yetersiz kaldigi bildirilmistir. Bu nedenle, 6zellikle metabolik ara iiriin
inhibisyon etkisinin oldugu metabolik yollar1 i¢in daha uygun olan yeni bir model
Onerilmistir. Bununla beraber fenol biyodegaradasyonu sonucunda meydana gelen
biitiin ara {rtlinlerinin etkisinin incelenmesi ¢ok zor olacagi ve metabolik yolda olusan
temel ara iriinlerin etkisinin incelenebilecegi belirtilmistir (Loh ve Wang, 1998). Bir
baska calismada ise Pseudomonas putida F1 susunun fenol, toluen ve benzen varliginda
ireme kinetigi calisilmis ve ilgili kinetik parametrelerin belirlenebilmesi i¢in Andrews
modeli kullanilmistir. Toluen, benzen ve fenol i¢in bulunan maksimum spesifik lireme
hizlarinin sirasiyla 0.61; 0.62; 0.051 ht oldugu bildirilmistir (Abuhamed ve ark., 2004).

Halofilik arkelerde ise bu tip ¢alismaya rastlanilmamistir ancak termoasidofilik
arke Sulfolobus solfataricus 98/2 ile geri beslemeli bioreaktérde yapilan kinetik
calismalarda yeni gelistirilen bir model kullanilmis ve spesifik iireme hizinin
0.034+0.001 h™ oldugu bulunmustur. Gelistirilen modelde fenol yikimi sonrasinda
biriken ara iriinlerin etkisi de g6z oniinde bulundurulmustur. Calismada, spesifik fenol

degaradasyon hizi ve spesifik lireme hizinin fenole adapte edilen hiicrelerde glukoza
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adapte edilenden daha yiiksek oldugu ve fenole adapte edilen kiiltiirlerde lag fazini
kisaldigr bildirilmistir (Christen ve ark., 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Fenol (CgHsOH), Sodyum kloriir (NaCI), Magnezyum siilfat heptahidrat
(MgS0O,47H,0), Magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl,.6H,0), Mangan Kkloriir
(MnCly), Cinko siilfat heptahidrat (ZnSO4.7H,0), Demir (III) kloriir (FeCl3), Bakir
stilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0), Borik asit (H;BO4), Amonyum nitrat (NH;NO3),
Sodyum molibdat dihidrat (Na;Mo00,4.2H,0), Amonyak (NHs), 4-Aminoantipirin (4-
AAP), Potasyum ferri siyaniir (KsFe(CN)g), Indol, N,N-dimetilformamid, Potasyum
Kloriir (KCI), Sodyum sitrat, Kalsiyum kloriir (KCI), Amonyum kloriir (NH4CI),
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), Dipotasyum mono hidrojen fosfat (K,HPQy,),
Nikotinamid adenin diniikleotit (NADH), Katesol, Sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,P0O4.2H,0), EDTA, Fosforik asit (H3POg4, Toluen (CgHsCH3), Sodyum
nitroprusid (Naz[Fe(CN)sNO]-2H,0), Asetonitril, Metanol (CH3OH), Yeast ekstrakt,
Etanol, Trizma, Agar Sigma ve Merck firmalarindan temin edilmistir.

Calismada kullanilan cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Marka
Hassas Terazi Ohaus EP 214C
Otoklav Alp CL32S
Manyetik Karistirict Are
Sicaklik Ayarli Sabit inkiibator Niive EN 500
Sicaklik Ayarli Calkalamali Inkiibator Edmund Biihler GmbH
Santriifiij Hettich zentrifugen EBA 12R
Spektrofotometre Shimadzu UV-1208
Laminer kabin Kojair KR-130 Golden Line
Su Banyosu Niive BM 402
Vorteks Mhisheler IKA
Etiv Heraeus
pH metre Inilab wtw series

Sonikator Bandelin
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3.1.2. Halofilik arkeler

Mustafa Kemal Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
laboratuarinda bulunan ve Tiirkiye’nin farkli tuzlu bolgelerinden ve tekstil atik

suyundan izole edilmis 121 adet halofilik bakteri ve arke izolat1 kullanilmistir.

3.1.3. Besiyerleri

Halofilik arke izolatlarmin aktiflestirilmesi ve gelistirilmesi amaciyla Sehgal-
Gibbons (SG) besiyeri kullanilmistir. Besiyeri; 250 g/L NaCl, 20 g/L MgS0,.7H-0,
2 g/L KCI, 3 g/L Sodyum sitrat, 0.023 g/L FeS0O,.7H,0, 7.5 g/L casamino asit, 1 g/L
yeast ekstrakt icermektedir ve pH’1 7.35’e ayarlanmistir (Ozcan ve ark., 2007). Fenol
biyodegradasyonu calismalarinda Oren ve Porter (2009)’den modifiye edilen Fenol
Mineral Tuz Ortami (FMTO) (NaCl:200 g/L, MgS0,4.7H,0:25 g/L, MgCl,.6H,0:10
g/L, CaCl,.2H,0:1.25 g/L, KCI: 5¢g/L, Trisma base, NH,CI (1M), Potasyum fosfat
tamponu (0.5 M, pH 7.5), iz element ¢ozeltisi (MnCl».4H,0, ZnS0O,4.7H20, FeCls,
CuS0QO4.5H,0, Na;M00,4.2H,0, H3BO4, NH4sNO3) kullanilmistir. Fenol ve iz element

¢ozeltisi membran filtre ile steril edildikten sonra besiyerine eklenmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Halofilik Arke izolatlarimin Uretilmesi

Halofilik arke koleksiyonuna ait izolatlar gliserol stoklarindan ardigik pasajlar
yapilarak aktiflestirilmistir. Kati ve sivi ortama ekimi yapilan izolatlar 37 °C’de

iiretilmistir. S1vi ortamdaki tiretimleri ¢alkalamali olarak yapilmistir.

3.2.2. Fenol Parcalayabilme Yetenegine Sahip Suslarin Taranmasi

Aktiflestirilen halofilik arke izolatlarinin fenol degradasyon yeteneklerinin ve
toleranslarinin belirlenmesi amaciyla bilesiminde karbon kaynagi olarak sadece fenol
(50, 100 ve 200 ppm) igeren tuzlu ortamlar kullanmilmistir.  Fenol igeren kati
besyerlerine inokulum olarak, sivi besiyerinde iretildikten (Agoo~3) sonra steril
kosullarda 5000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek toplanip 2 kez yikanmis hiicre
peletleri kullanilmistir. Hiicre peletleri 20ul tampon ile siispanse edilmis ve her bir

besiyerine 4 pl olacak sekilde nokta ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 37°C
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sicaklikta inkiibe edilmistir. Fenolii kullanabilen ve tolere edebilen suslar besiyerindeki
tiremelerine bagli olarak degerlendirilmistir.

Fenol kullandigi belirlenen suslarin fenol pargalama etkinliklerinin
degerlendirilebilmesi i¢in icerisinde tek karbon kaynagi olarak 50 ppm fenol bulunan
stv1 besiyerine ekimleri yapilmistir. Ekim yapilan sivi ortamlarin inkiibasyonu 120 rpm
de 37°C’de yapilmistir. Periyodik olarak her bir kiiltiir ortamindan 6rnek alinarak hiicre
yogunlugu (ODgg) belirlenmis ve fenol tayini yapilmistir.

Fenol igeren ortamda gelistigi ve fenolii kullandig1 tespit edilen suslarin sivi
ortamdaki fenol toleranslart belirlenmistir. Bu amagla 50 ppm fenol iceren ortamda
tiredigi ve fenolil kullandig1 tespit edilen suslar tek karbon kaynagi olarak 100 ppm
fenol igeren ortama ekilerek 120 rpm de 37°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Yine
periyodik olarak her bir kiiltiir ortamindan 6rnek alinarak hiicre yogunlugu (ODggo)
belirlenmis ve fenol tayini yapilmigtir. Ayn1 iglemlere kademeli ve ardisik olarak 150,
200 ve 250 ppm fenol igeren ortamlar kullanilarak devam edilmistir. Kademeli olarak
artan fenol konsantrasyonunda {iiretim islemleri sonucunda fenolii en etkin

pargalayabilen halofilik arke suslar1 belirlenmistir.

3.2.3. Fenol Tayini

Fenol konsantrasyonu 4-amino antipirin (4-AAP) metodu ile belirlenmistir
(Yang ve Humphrey, 1975). Santrifiij sonras: elde edilen kiiltiir siipernatanin (2 ml)
pH’1 fosfat tamponu ile 7.9’a ayarlanmig ve tizerine 0.1 ml NH,OH (2 N) ¢ozeltisi
eklenerek karistirilmistir. Karisima 0.05 ml 4-aminoantipirin (%2) ¢ozeltisi eklenerek
karistirtldiktan sonra tizerine 0.05 ml K3Fe(CN)g (%8) ¢ozeltisi eklenmis ve 15 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi 500 nm’de absorbans

Olclilmiistiir.

3.2.4. Halofilik Arke izolatlarimin Fenol ve Toluen Adaptasyonu

3.2.4.1. Fenol Adaptasyonu

Adaptasyon calismasi EI-Naas ve Al-Muhtaseb (2009)’e gore yapilmistir. Fenol
yikma etkinliginin yliksek oldugu belirlenen halofilik arke susu, kademeli olarak karbon
kaynaginin azaltilip fenol konsantrasyonunun artirildig1 ortama ekilmistir. Bu yontemle

mikroorganizmanin yiiksek fenol konsantrasyonuna adaptasyonu saglanmistir. Son
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asamada ise karbon kaynagi olarak sadece fenol bulunan ortama ekim yapilmistir.
Halofilik arke izolati, bilesiminde 50 ppm fenol ve % 0.1 yeast ekstrakt bulunan
FMTOQO’ya ekilmis ve 37°C’de, 120 rpm’de belirli hiicre yogunluguna gelinceye kadar
(ODgoo~1) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler santrifiijle toplanarak
tamponla iki defa yikandiktan sonra igerisinde 50 ppm fenol ve % 0.075 yeast ekstrakt
bulunan ortama ekilmis ve ayni kosullarda inkiibe edilmistir. Adaptasyon ¢alismasina
benzer kosullarda ve asagida verilen fenol ve yeast ekstrakt oranlar1 kullanilarak devam

edilmistir.

100 ppm fenol + % 0.075 yeast —100 ppm fenol + % 0.05 yeast —150 ppm fenol +
% 0.05 yeast —150 ppm fenol + % 0.025 yeast —200 ppm fenol + % 0.025 yeast —
200 ppm fenol + % 0.005 yeast —250 ppm fenol + % 0.005 yeast —250 ppm fenol.

3.2.4.2. Toluen Adaptasyonu

Toluen adaptasyon c¢aligmast Yeom ve ark. (1997)’den modifiye edilerek
yaptlmistir. Bu asamada kademeli olarak karbon kaynagi azaltilip toluen
konsantrasyonu artirilarak halofilik arke izolatinin yiiksek toluen konsantrasyonuna
adaptasyonu saglanmistir. Adaptasyon asamasinda toluen igeren mineral tuz ortami

(TMTO) kullanilmistir.

Halofilik arke izolati, bilesiminde 10 ppm toluen ve % 0.1 yeast ekstrakt
bulunan TMTO’ya ekilmis ve 37°C’de, 120 rpm’de hiicre yogunlugu yaklasik 1’e
(ODggo) ulasincaya kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 hiicreler santrifiij ile
toplanarak tamponla iki defa yikandiktan sonra igerisinde 20 ppm toluen ve % 0.075
yeast ekstrakt bulunan ortama ekilmis ve ayn1 kosullarda inkiibe edilmistir. Adaptasyon
calismasina benzer kosullarda ve asagida verilen toluen ve yeast ekstrakt oranlari

kullanilarak devam edilmistir.

30 ppm toluen + % 0.05 yeast —50 ppm toluen + % 0.025 yeast— 50 ppm toluen
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3.2.5. Halofilik Arke izolatinin Ureme Kinetigi
3.2.5.1. Hiicre Yogunlugu Standart Grafigi

SG besiyerinde {iretilen izolatin hiicre sayisindaki degisiminin belirlenmesi
amactyla kiiltiir 6rneklerinin 600 nm’deki hiicre yogunlugu Olgiilmiistiir. Hiicre
yogunlugu degerlerine karsilik gelen hiicre sayis1 (kob/ml), seri sulandirim ile yayma

ekim yapilarak belirlenmistir.

3.2.5.2. Farkh Fenol Konsantrasyonlarindaki Ureme Egrileri ve Ureme

Kinetiginin Hesaplanmasi

Halofilik arke izolati farkli fenol konsantrasyonuna sahip ortamlarda
gelistirilerek {ireme egrileri olusturulmustur. izolatin spesifik iireme hiz1 (i), maksimum
spesifik ireme hizi (umax) ve Monod sabiti (Ks) hesaplanmaistir.

Farkli fenol konsantrasyonlarinda gelistirilen izolatin periyodik olarak hiicre
yogunlugu Olgiilmiis ve hiicre yogunlugu standart grafiginden yararlanarak hiicre
sayilar1 belirlenmistir. Hiicre sayis1 ve zaman parametreleri kullanilarak izolatin iireme
grafikleri ¢izilmistir. Ureme grafiklerinden izolatin logaritmik iireme fazlar1 ve
logaritmik tlireme fazlarinda zamana bagli degisen hiicre sayist (dx/dt) belirlenmistir.
Elde edilen degerlerin dogal logaritmalar1 hesaplanarak zamana kars1 ¢izilen grafikten p
degerleri belirlenmistir. Bulunan p degerleri ile substrat konsantrasyonlar1 kullanilarak
cizilen grafikle Monod egrisi olusturulmus ve egri iizerinden umax V€ Ks degerleri

hesaplanmuistir.
3.2.6. Fenol Biyodegradasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Fenol biyodegradasyonu kosullarinin optimizasyonu g¢alismalart Bayoumi ve
Abul-Hamd (2010)’dan modifiye edilerek yapilmistir.

3.2.6.1. Fenol Biyodegradasyonu Uzerine Fenol Konsantrasyonunun Etkisi

Halofilik arke izolatinin optimum fenol yikimi iizerine fenol
konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi amaciyla 50, 75, 100, 150 ve 200 ppm fenol

iceren besiyerine % 10 (ODggo ~1) hiicre kiiltiirii inokule edilerek 120 rpm’de, 37 °C’de
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inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerden belirli periyotlarda 6rnekler alinarak hiicre yogunlugu

ve fenol konsantrasyonu belirlenmistir.

3.2.6.2. Fenol Biyodegradasyonu Uzerine inokulum Miktarimin Etkisi

Halofilik arke izolatinin optimum fenol yikimi {izerine inokulum miktarinin
belirlenmesi amaciyla optimum konsantrasyonda fenol iceren besiyerine % 2.5, 5, 10,
15 olacak sekilde hiicre inokulasyonu yapilmistir. Kiiltiirler 120 rpm’de, 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerden belirli periyodlarda 6rnekler alinarak hiicre yogunlugu

ve fenol konsantrasyonu belirlenmistir.

3.2.6.3. Fenol Biyodegradasyonu Uzerine NaCI Konsantrasyonunun Etkisi

Halofilik arke izolatinin optimum fenol yikimi iizerine NaCIl konsantrasyon
etkisinin belirlenmesi amaciyla optimum konsantrasyonda fenol igeren besiyerine %10,
15, 20, ve 25 NaCl eklenerek optimum miktarda inokulasyon yapilmistir. Kiiltiirler 120
rpm’de, 37 °C’de inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerden belirli periyodlarda érnekler alinarak

hiicre yogunlugu ve fenol konsantrasyonu belirlenmistir.

3.2.6.4. Fenol Biyodegradasyonu Uzerine pH’min Etkisi

Halofilik arke izolatinin optimum fenol yikimi iizerine pH’nin etkisinin
belirlenmesi amaciyla optimum konsantrasyonda fenol, NaCl i¢eren ve pH’s1 6, 7, 7.5,
8 ve 8.5’a ayarlanmis ortamlara optimum miktarda inokulasyon yapilmistir. Kiiltiirler
120 rpm’de, 37 °C’de inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerden belirli periyodlarda 6rnekler

aliarak hiicre yogunlugu ve fenol konsantrasyonu belirlenmistir.

3.2.6.5. Fenol Biyodegradasyonu Uzerine Sicakh@in Etkisi

Halofilik arke izolatinin optimum fenol yikimi iizerine sicakligin etkisinin
belirlenmesi amaciyla daha once tespit edilmis olan optimum fenol, inokulum, NacCl,
pH sabit tutularak hazirlanan kiiltiirler 120 rpm’de, 25, 30, 37, 45 ve 50 °C’de inkiibe
edilmistir. Kiiltiirlerden belirli periyodlarda 6rnekler alinarak hiicre yogunlugu ve fenol

konsantrasyonu belirlenmistir.
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3.2.6.6. Fenol Biyodegradasyonu Uzerine Calkalama Hizinin Etkisi

Halofilik arke izolatinin optimum fenol yikimi iizerine c¢alkalama hizinin
etkisinin belirlenmesi amaciyla daha dnce tespit edilmis olan optimum fenol, inokulum,
NaCl ve pH sabit tutularak hazirlanan kiiltiirler optimum sicaklik derecesinde 120, 140,
170 ve 200 rpm’de ve statik olarak inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerden belirli periyodlarda

ornekler alinarak hiicre yogunlugu ve fenol konsantrasyonu belirlenmistir.
3.2.6.7. Fenol Biyodegradasyonu Uzerine Yeast Ekstrakt Miktarmin EtKisi

Halofilik arke izolatinin optimum fenol yikimi {izerine yeast ekstrakt miktarinin
belirlenmesi amaciyla daha 6nce tespit edilmis olan optimum fenol, inokulum, NacCl,
pH sabit tutularak % 0.1 0.3, 0.05, 0.025 yeast ekstrakt igeren kiiltiirler optimum
sicaklik ve c¢alkalama hizinda inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerden belirli periyodlarda

ornekler alinarak hiicre yogunlugu ve fenol konsantrasyonu belirlenmistir.
3.2.7. Fenol Degradasyon Uriinlerinin Analizi
3.2.7.1. Meta-Yikim Analizi

Optimum fenol biyodegradasyon kosullarinda gelistirilen halofilik arke
kiiltiirtinden belirli periyotlarda 1ml 6rnek alinarak 4°C’de, 10.000 rpm’de, 15 dakika
santrifiij edilmistir. Hiicre peleti tris tamponunda (pH 8) siispanse edilmis ve iizerine
membranin ¢oziinmesi i¢in 0.5 ml toluen eklenmistir. Elde edilen soliisyona 0.2 ml
katesol (1M) ilave edilerek ile iyice karistirilmistir. Birkag dakika igerisinde sar1 rengin

olusup olusmadigr gézlenmistir (Nair, 2006).
3.2.7.2. Orto-Yikim Analizi

Optimum fenol biyodegradasyon kosullarinda gelistirilen halofilik arke
kiiltiirtine (2.5 ml) 1g amonyum siilfat ilave edilerek iyice karigtirilmistir. Karigim
30°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen siispansiyonun pH’s1 0.5 ml amonyak
(5N) ile 10’a ayarlanmistir. 1% sodyum nitroprusid damlatilip ve iyice karistirilmistir.

Koyu mavi rengi olusumu incelenmistir (Nair, 2006).
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3.2.8. Fenol Biyodegradasyonunda Rol Oynayan Enzimlerin Taranmasi

Enzim taranmasi islemi Oren ve Mana, (2003) ve Serrano ve ark. (1998)’dan
modifiye edilerek yapilmistir. Eksponansiyel fazdaki kiiltiir +4 °C’de, 15000 rpm’de, 15
dakika santrifiij edilmistir. Toplanan hiicre peleti KCI igeren yikama tamponuyla iki
defa yikandiktan sonra tampon ilave edilerek +4 °C’de buz iizerinde sonikator
yardimiyla parcalanmistir. Siispansiyondan hiicre kalintilariin uzaklastirilmasi igin
+4°C, 15000 rpm’de, 30 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant enzim

kaynag1 olarak aktivite ¢calismalarinda kullanilmaistir.
3.2.8.1. Fenol Hidroksilaz Aktivitesinin Tayini

Fenol hidroksilaz enzim aktivitesi NADH konsantrasyonundaki azalmaya bagh
olarak Ol¢iilmiistir (Clauben ve Schmidt, 1998). Tris-HCI (pH 7.5, 50mM), 30 pl
NADH (10 mM), 5ul fenol (10 mM) ve enzim kaynagi igeren reaksiyon karisimindaki
NADH miktar1 25 °C’de 340 nm’de absorbans olgiilerek tayin edilmis ve aktivite 1
dakikada 1umol NADH’m oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak
tanimlanmustir.

Enzim aktivitesi (U/ml) = NADH (umol) x V1 (ml) / enzim kaynagi (ml) x zaman (dk)
NADHezs0: 36.000 M*.cm™

3.2.8.2. Katesol 1,2-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Katesol 1,2-dioksigenaz enzim aktivitesi reaksiyon ortaminda cis,cis-mukonik
asit olusumunun spektrofotometrik olarak (260 nm) 6l¢iilmesiyle belirlenmistir (Feist ve
Hegeman, 1969). Enzim aktivitesi belirlenmeden 6nce enzim ektrakti %5 H,0, ile
inkiibe edilmistir. Tris-HCI (pH 7.5, 50 mM), 0.1 ml 2-merkaptoetanol (100 mM) ve
enzim kaynagi igeren reaksiyon karigimindaki 25 °C’de 5 dakika igerisinde olusan
cis,cis-mukonik asit miktar1 260 nm’de absorbans 6l¢iilerek tayin edilmis ve aktivite 1
dakikada Iumol cis,cis-mukonik asit olusumunu katalizleyen enzim miktar1 olarak
tanimlanmaistir.

Enzim aktivitesi (U/ml) = iiriin (umol) x V1 (ml) / enzim kaynagi (ml) x zaman (dk)

cis,cis-mukonik asit £-0: 16.000 M .cm™
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3.2.8.3. Katesol 2,3-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin Tayini ve Optimizasyonu

Katesol  2,3-dioksigenaz  enzim  aktivitesi reaksiyon ortaminda 2-
hidroksimukonik semialdehid olusumunun spektrofotometrik olarak (375 nm)
Ol¢iilmesiyle belirlenmistir (Feist ve Hegeman, 1969). Tris-HCI (pH 7.5, 50 mM), 0.2
ml katesol (100 mM) ve enzim kaynagi igeren reaksiyon karisimindaki 25 °C’de 5
dakika igerisinde 2-hidroksimukonik semialdehid olusumu 375 nm’de absorbans
Olctilerek tayin edilmis ve aktivite 1 dakikada 1pmol cis,cis-mukonik asit olusumunu
katalizleyen enzim miktari olarak tanimlanmistir.

Enzim aktivitesi (U/ml) = {iriin (umol) x V1 (ml) / enzim kaynagi (ml) x zaman (dk)
2-hidroksimukonik semialdehid 375 36.000 M™*.cm™

Katesol 2,3-dioksigenaz enzim aktivitesinin optimizasyonu ¢aligmalarinda
optimum degradasyon kosullarinda gelistirilen kiiltiir kullanilmigtir. Enzim aktivitesinin
optimizasyonu i¢in farkli NaCl konsantrasyonu, sicaklik ve pH degerlerinde aktivite

Ol¢iimleri yapilmistir.

Optimum NaCl Konsantrasyonunun Saptanmasi

Optimum enzim aktivitesinin gergeklestigi NaCl konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla, 1.5, 2, 2.5, 3 ve 3.5 M NaCl i¢eren tampon ¢ozeltileri kullanilmistir.
Optimum Sicaklik Derecesinin Saptanmasi

Optimum enzim aktivitesinin gerceklestigi sicaklik degerinin belirlenmesi
amaciyla, optimum NaCl konsantrasyonunan sahip tampon ¢6zelti ortaminda 20, 27, 32,

37, 42,47 ve 52 °C olmak iizere yedi farkli sicaklik derecesinde inkiibasyon yapilmistir.

Optimum pH Degerinin Saptanmasi

Optimum enzim aktivitesinin gerceklestigi pH degerinin belirlenmesi amaciyla

pH’15.0, 6.0, 6.5, 7, 7.5, 8.0 ve 8.5 olan tampon ¢ozeltileri kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Standart Grafikler

Fenol konsantrasyonunun ve hiicre sayisinin

grafikler sirasiyla Sekil 4.1 ve 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Fenol standart grafigi
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Sekil 4.2. Hiicre yogunluk standart grafigi
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4.2. Fenolii Parcalayabilen Suslarin Taranmasi

Tiirkiye’nin farkli tuzlu bolgelerinden tekstil atik suyundan izole edilmis
halofilik mikroorganizma koleksiyonuna ait halofilik arke izolatlar1 gliserol
stoklarindan aktiflestirildikten sonra 50, 100 ve 200 ppm fenol igeren FMTO kati
besiyerine ekilmis ve suslarin kat1 besiyerindeki tireme yogunluklarina gore tek karbon
ve enerji kaynagi olarak fenolil kullanma etkinlikleri ve fenol toleranslari belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Ureme yogunluklarina gére taranan izolatlar arasinda halofilik arke olan
B44A, A43, A138, A405, A235, A29B, A29C ve SD60’1n fenolii kullanabildigi ve 200
ppm fenol konsantrasyonuna toleransli oldugu tespit edilmistir. Calismaya bu izolatlar

ile devam edilmistir.

Cizelge 4.1. Fenole toleranshi suglarin degerlendirilmesi

Fenol konsantrasyonu Fenol konsantrasyonu
Izolat (ppm) izolat (ppm)

50 100 200 50 100 200
B44A +++++ +++++ ++++ A82 - --- -
A43 +++++ +++++ ++++ AS85
AB3A b +  AL37
F92A +++ +++ ++ Al191 ++ +
E49 +++ +++ ++ Al181A +++
E57B ++++ ++++ +++ A263A
E107 +H++ ++++ +++ A283 ++++ +++ ++
FAA +++ +++ ++ A337 +++ ++
F23 —  A347 . b +
F23A —  A4O7 . + +
F42A —  AdT1
F73 b b w A283A
D6 -~ B88 +
D31 + + ~  cC13
D34 - - —~  Ca7 .
D50 - - —~ CI5 ++
D74 —  DIB
D91 — D19
D58A  ++ - + D108
A29B ++++ +++ ++ D113 ++ +
A29C +H+++ ++++ +++ CHB3 ++ + +
CH7 +++ +++ ++ E7 -—-
CHB1L - —~  E55 4+
CH2 " + ~ F5 ++

iireme yogunluguna bagli olarak; ¢ok iyi (+++++); iyi (++++); orta (+++); zayif (++); cok zay1f (+); lireme yok

)
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Cizelge 4.1. (Devam) Fenole toleransli izolatlarin degerlendirilmesi

Fenol konsantrasyonu Fenol konsantrasyonu
izolat (ppm) izolat (Ppm)

50 100 200 50 100 200
F42B F100 ++ +
CHB8K F30A
F89A1 +++++ ++++ +++ F57A +++ ++ +
F36 +++ ++ + F75A + +
A87B2a +Ht ++ ++ Al181A ++ +
CHC +++ ++ ++ A43 +++++ ++++ +++
F92B ++ + + A29A +++ ++ ++
A408 A212
AB2A ++ + - Al138 o+ I I
A235 +++++ +++++ ++++ A405 +++++ +++++ ++++
A420 +++ ++ + A206B ++ +
B19 A87B1 ++ +
B44B ++++ +++ +++ A87B2k ++ +
B49 ++ + - B38A ++ + +
B85 ++ + B38B +
C23 ++ + B65
C36 ++ + B77B +
D50 + D107
E92A SD31B
A206A + SD11K ++
B71 +++ ++ + SD7 ++ +
B53 ~  SD60 ;
B54A ~  SD30
D83A +t +Ht + SD50
D118A - ~  sD8
E20 ~  SD210  ++
ES57A ++ + - HTX11 +++ ++ ++
F56 ++ ++ + HTX22 +++ ++ +
SD3 - - - HTX2 ++++ +++ +++
SD59 HTX10 +H+ ++ ++
SD15 - - - HTX1 ++++ +++ ++
SD23B +++ + + HTX15 +++ +++ ++
SD21S + + HTX7 4+ ++ +
SD23 o HTX9 44+ - +
SD26 + HTX4 +Ht ++ +
SD370 + HTX14 +H+ ++ +
SD37S

tireme yogunluguna bagli olarak; ¢ok iyi (+++++); iyi (++++); orta (+++); zayif (++); ¢ok zayif (+); lireme yok

--)

Secilen suslarin tek karbon kaynagi olarak 50 ppm fenol igeren sivi ortamda

fenol parcalama etkinlikleri, tiireme yogunlugu ve ortamdaki % fenol
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konsantrasyonunun belirlenmesiyle tayin edilmistir. A235, A405 ve AI138 nolu
izolatlarin fenol igeren ortamda daha iyi tireyebildigi ve fenolii daha etkili bir seklide
parcalayabildigi saptanmis ve bu izolatlarin {iremenin 20. giiniinde fenolii par¢alama

oranlari sirasiyla % 42, 34 ve 23 olarak belirlenmistir (Sekil 4.3)

45 -
40

4.giin 8.giin 12. giin 16.giin

WA138

WA405

WA235

EB44A

HA43

HA20B

mA20C

Fenol Biyodegradasyon orani (%)

msD 60
20.giin

Sekil 4.3. Fenole toleransli izolatlarin fenol biyodegradasyon (%) oranlart

Secilen ii¢ izolat arasindan fenolii daha efektif parcalayanin belirlenebilmesi
amaciyla igerisinde tek karbon kaynagi olarak 100, 150 ve 200 ppm fenol bulunan
ortamlardaki inkiibasyon sonrasi iireme yogunlugu ve fenol tayininden elde edilen
verilerin ortalamasindan A235 izolatinin fenolii daha etkin parcalayabildigini

gostermistir (Sekil 4.4). Bu asamadan itibaren calismaya A235 izolatiyla devam

edilmistir.
35 A
=
£ 30 A
E 25 -
=
Z,
_g 20 mAL38
5 15 - mA403
E mA235
2 10 -
=
ol
-
=
0 - an an
4.giin 8. giin 12.giin 16.giin 20.giin

Sekil 4.4. A138, A405 ve A235 izolatlarinin ortalama fenol biyodegradasyon (%)
oranlar1
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Fenol bakterisidal etkiye sahip bir kimyasal olmasmna ragmen
mikroorganizmalarin biiyilk bir kismi1 fenole karsi kendilerini korumak igin gesitli
mekanizmalar gelistirilebilmekte ve fenol mikroorganizmalar tarafindan tek karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanabilmektedir (Van Schie ve Young, 2000). Halofilik
olmayan mikroorganizmalarla fenoliin biyodegradasyonu iizerine ¢ok sayida calisma
yapilmistir. Ancak halofilik arkelerle fenol degradasyonu ile ilgili herhangi bir ¢aligma
bulunmamakla birlikte diger halofilik ve/veya halotolerant organizmalarda ise smirl
sayida ¢alismaya rastlanmistir. Halomonas cinsi tiyelerinin, Arhodomonas aquaeolei ve
Modicisalibacter tunisiensis’in, denizel kaynakli bakteri susu SM5’in, Thalassobacillus
devorans’in 1liml halofilik bakteri konsorsiyumunun ve Candida tropicalis fungusunun
farkl1 NaCl konsantrasyonlarinda fenolii pargalayabildigi bildirilmistir (Hinteregger ve
Schreiber, 1997; Bastos ve ark., 2000; Munoz ve ark., 2001; Alva ve Peyton, 2003;
Garcia ve ark., 2004; Maskow ve Kleinsteuber, 2004; Garcia ve ark., 2005a; Hong-Xia,
2011; Bonfa ve ark., 2012). Ayrica Woolard and Irvine (1994 ve 1995) iliml halofilik
bakterilerle NaCl varliginda yapmis olduklari ardigik kesikli reaktor ve biyofilm

calismalariyla, fenoliin yikildigini bildirmislerdir.

4.3. Fenol ve Toluen Adaptasyon Sonuclar:

Mikrobiyal kommuniteler uzun siireli bir kimyasala maruz kaldiginda ilgili
kimyasali yikabilme yetenekleri artabilmektedir yani adapte olabilmektedir. Adaptasyon
belirli enzimlerin indiiklenmesi veya baskilanmast ve genetik degisimle
gerceklesmektedir (Shimp ve Pfaender, 1987). A235 susu ile etkili bir yikim
saglayabilmek amaciyla ortamdaki yeast ektrakt miktar1 azaltilip, fenol konsantrasyonu
arttirllarak yapilan adaptasyon calismasi sonucunda; fenol konsantrasyonundaki artigin
ve yeast ekstrakt miktarindaki azalmanin lag fazinin uzamasina neden oldugu
belirlenmistir. Fenol konsantrasyonun ayni yeast ekstrakt miktarinin azaltildig: serilerde
de lag fazinda artis oldugu gozlenmekle birlikte yeast ekstrakt miktar1 yiiksek olan
seride ise hiicre yogunlugunun daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil 4.5). Genel
olarak yeast ekstraktin iremeyi olumlu yonde etkiledigi, toksik etkiye sahip olan yiiksek
fenol konsantrasyonlarinin ise iiremeyi olumsuz yonde etkiledigi gozlenmistir.
Dolayisiyla Fenol adaptasyon ¢alismasinda ortama ilave edilen yeast ekstrakt miktarinin

A235 izolatimin yiiksek fenol konsantrasyonlarinin biiylimeyi inhibe edici 6zelligine
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kars1 onemli bir avantaj kazandirdigi tespit edilmistir. Fenol degradasyonunu yeast
ektraktin olumlu yonde etkiledigi Onceki c¢alismalarda da rapor edilmistir

(Krishnaswamy ve Namasivayam, 2010).

1.8
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_—
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Sekil 4.5. A235 izolatinin inkiibasyon periyoduna bagli olarak farkli fenol
konsantrasyonu ve yeast ekstrakt miktarlarindaki tireme yogunlugu (F:fenol; Y:yeast
ekstrakt)

A235 izolatinin tekrarli 6n-adaptasyon g¢alismalar ile tek karbon kaynagi olarak
maksimum 250 ppm fenol igeren ortamda uzun bir lag fazi asamasi sonrasinda
gelisebildigi belirlenmistir (Sekil 4.5). Ilk asamada yiiksek fenol konsantrasyonu
uygulamalarinin substrat inhibisyonuna neden oldugu ve yiiksek konsantrasyonlarda
fenol yikiminda adaptasyon tekniginin etkili oldugu bildirilmistir (Masque ve ark.,
1987; Lob ve Tar, 2000). Ayrica toksik 6zellige sahip fenoliin adaptasyon teknigi ile
daha etkili parcalanabildigi ve giiniimiizde endiistriyel proseslerdeki fenol degradasyon
calismalarinda 6n basamak olarak adaptasyon tekniginin kullanmildigi belirtilmistir
(Bastos ve ark., 2000). Pseudomonas fluorescence KNU417 ile yapilan diger bir
caligmada ise, ayni fenol konsantrasyonunda yapilan tekrarli On-adaptasyon
denemelerinde fenol degradasyon oraninda Onemli bir artisin olmadig bildirilmistir
(Kwon ve Yeom, 2009). Genel olarak fenol biyodegradasyonu ile ilgili belirli

intraseliiler enzimlerin ifadesinin indiiksiyonunda ve yiiksek fenol miktarinin inhibisyon
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etkisinin azatilmasinda adaptasyon teknigi Onemli olabilmektedir. Cilinkii bazi
Intraseliiler enzimler adaptasyon asamasinda ifade edilerek mikroorganizmalarin séz
konusu fenol konsantrasyonunda gelisebilmesini saglamaktadir (Kumar ve ark., 2004).
Toluenin, A235 izolatinin fenol degradasyonunu ne olglide etkilediginin
belirlenmesi amaciyla fenol ve toluene adaptasyonu yapilmis her bir izolatin 100 ppm

fenolii pargalama sonuglart Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Toluen ve fenole adapte edilmis A235 izolatinin 100 ppm fenol igeren
ortamdaki zamana bagli fenol biyodegradasyonu (%). (e, toluene adapte edilmis izolat;
=, fenole adapte edilmis izolat)

Membranda birikerek membran yapisini bozan toluen ¢ok diisiik diizeylerde dahi
cogu mikroorganizma i¢in toksik olabilmektedir (Ramos ve ark., 2002). Ancak halofilik
arke suslari, Haloarcula vallismortis, Haloarula OHF-1 ve OHF-2 ile yapilan
calismada, suslarin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda organik solventlere toleranslarinin
yiksek oldugu belirtilmistir (Usami ve ark., 2005). Toluenin tek karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanildigi diger bir ¢alismada ise toluenin  Halobacterium,
Haloccoccus ve Haloferax suslarinin tiremesini destekledigi bildirilmistir (Mailem ve
ark., 2010b). Caligmamizda toluene adapte edilen izolatin fenol yikiminda daha etkili
oldugu saptanmis olup, fenolii % 67.7 oraninda parcaladigi, fenole adapte edilen
izolatin ise %54 oraninda fenolii parcaladigi tespit edilmistir (Sekil 4.6). Tek bir
aromatik bilesige adapte edilen hiicrelerin benzer yapiya sahip diger aromatik

bilesiklerin asimilatif kapasitesini artirabildigi bildirilmistir (Shimp ve Pfaender, 1985).
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Non halofilik organizmalarla yapilan fenol yikim c¢aligmalarinda da benzer bulgulara
deginilmistir. ~ Alcaligenes xylosoxidans Y234 ile yapilan fenol biyodegradasyon
caligmalarinda benzene adapte edilen hiicrelerde daha yiiksek fenol yikim orani
saptanmustir (Yeom ve ark., 1997). Pseudomonas putida F1 ATCC 700007 (Pp F1)’in
fenol, benzen ve toluen biyodegradasyonu {izerine adaptasyonun etkisi ile ilgili yapilan
calismada mikroorganizmalarin bu ii¢ kimyasala adaptasyonunun biyodegradasyon
siiresini azalttig1 tespit edilmistir. Ayn1 c¢alismada toluen adaptasyonunun benzen
adaptasyonuna gore fenol yikimini daha fazla artirdigi belirtilmistir (Abuhamed ve ark.,
2004). Pseudomonas sp. OX1 susunda, aromatik bilesiklerin tek karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanilmasini saglayan metabolik yolun baslangic asamasinda toluen
monooksigenaz, fenol hidroksilaz ve katesol 2,3-dioksigenaz enzimleri yer almakta ve
bu enzimler aromatik molekiilleri oksidasyon reaksiyonlari ile modifiye etmektedir.
Modifiye edilen aromatik halkalar sonraki asamalarda meta enzimleriyle boliinerek
aciga ¢ikan irinler bakterinin yasamast igin gerekli temel metabolik yollara
girmektedir. Toluen monooksigenaz ve fenol hidroksilaz enzimleri genis bir substrat
spesifitesine sahiptir ve kendi dogal substratlarinin yani sira g¢esitli aromatik
hidrokarbonlar1 da okside etmektedir (Powlowski ve ark., 1994; Cafaro ve ark., 2004;
Tinberg, 2011).

4.4. Ureme Kinetigi-Monod Modeli Sonuclar

4.4.1. 50 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Ureme

Egrilerinin Hesaplanmasi

Karbon kaynagi olarak 50 ppm fenolde gelistirilen A235 izolatiin kiiltiir
ortamindaki fenol konsantrasyonu ve hiicre yogunlugunun zamana bagl degisimi Sekil
4.7°de verilmistir.

A235 izolatimin 50 ppm fenol konsantrasyonundan elde edilen hiicre yogunluk
grafiginden lag fazinin olmadig1 veya ¢ok kisa siirdiigii anlasiimaktadir (Sekil 4.7). Ilag
sanayi atiksularindan izole edilmis Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas
pseudomallei ile yapilan kinetik ¢alismalarda, her iki sus igin disiik fenol

konsantrasyonlarinda lag fazi goriilmedigi ancak baslangic fenol konsantrasyonu
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Sekil 4.7. 50 ppm fenol varlifinda A235 izolatinin hiicre yogunlugu ve fenol
konsantrasyonunun zamana bagli degisim (e, hiicre yogunlugu (kob/ml); =, fenol
konsantrasyonu (mg/l))

yiiksek tutuldugunda lag fazinin uzadig: bildirilmistir (Afzal ve ark., 2007). Calismada
en yliksek hiicre yogunlugu ilireme periyodunun 96. saatinde saptanmis ve artan hiicre
yogunluguna bagl olarak fenol konsantrasyonun da 6nemli bir azalma oldugu tespit
edilmistir. 144. saatin sonunda ortamdaki fenol konsantrasyonunun yaklasik olarak %
80 oraninda azaldig: belirlenmistir. Oliim fazinda ise fenol konsantrasyonunun sabit
kaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.7).

50 ppm fenol varliginda iiretilen A235 izolatinin zamana bagli {nx (hiicre

yogunlugu) degisimi Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. A235 izolatinin 50 ppm fenol konsantrasyonundaki £n (hiicre yogunlugu)’in
zamana bagl degisimi
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4.4.2. 75 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Ureme

Egrilerinin Hesaplanmasi

Karbon kaynagi olarak sadece 75 ppm fenol iceren besiyerinde gelistirilen
A235 izolatimin kiiltiir ortamindaki fenol konsantrasyonu ve hiicre yogunlugunun

zamana bagli degisimi Sekil 4.9°da verilmistir.

Fenol Konsantrasyonu (mg/1)
Hiicre Yogunlugu (kob/ml)
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Zaman (Saat)

Sekil 4.9. 75 ppm fenol varliginda A235 izolatinin hiicre yogunlugu ve fenol

konsantrasyonunun zamana bagli degisimi (e, hiicre yogunlugu (kob/ml); =, fenol
konsantrasyonu (mg/l))

A235 izolatinin 75 ppm fenol konsantrasyonundan elde edilen hiicre yogunluk
grafiginden, lag fazinin 48. saatte kadar silirdiigii saptanmistir (Sekil 4.9). Fenol
konsantrasyonunun lag fazinda yavas bir sekilde azaldig1 gézlenmistir. En yiiksek hiicre
yogunlugu lremenin 144. saatinde belirlenmis olup, artan hiicre yogunluguna bagl
fenol konsantrasyonunda ise dnemli bir azalma oldugu tespit edilmistir. 192. saatin
sonunda ortamdaki fenol konsantrasyonunun yaklasik olarak % 72 oraninda azaldigi
belirlenmistir. Hiicreler 6liim fazina girdiginde ise fenol konsantrasyonunun sabit
kaldig tespit edilmistir.

75 ppm fenol varhiginda iiretilen A235 izolatinin zamana baglh {nx (Hiicre

yogunlugu) degisimi Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. A235 izolatinin 75 ppm fenol konsantrasyonundaki £n (hiicre yogunlugu)’in
zamana bagli degisimi

4.4.3. 100 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Ureme

Egrilerinin Hesaplanmas

Karbon kaynagi olarak sadece 100 ppm fenol iceren besiyerinde gelistirilen
A235 izolatinin kiiltiir ortamindaki fenol konsantrasyonu ve hiicre yogunlugunun

zamana bagl degisimi Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. 100 ppm fenol varhiginda A235 izolatinin hiicre yogunlugu ve fenol
konsantrasyonunun zamana bagli degisimi (e, hiicre yogunlugu (kob/ml); u, fenol
konsantrasyonu (mg/l))
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A235 izolatimin 100 ppm fenol konsantrasyonundan elde edilen hiicre
yogunluk grafiginden lag fazinin 48. saatte kadar siirdiigli belirlenmistir. En yiiksek
hiicre yogunlugu 150. saatin sonunda tespit edilmistir. Fenol konsantrasyonu ise
yaklasik olarak ilk 24 saat sabit kalmis ve artan hiicre yogunluguna bagli olarak azalma
gostermistir. Ureme periyodunun 216. saatinde ortamdaki fenol konsantrasyonunun
yaklasik olarak % 54 oraninda azaldig tespit edilmistir.

100 ppm fenol varliginda iiretilen A235 izolatinin zamana bagh nx (Hiicre

yogunlugu) degisimi Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. A235 izolatinin 100 ppm fenol konsantrasyonundaki In(hiicre yogunlugu)’in
zamana bagl degisimi

4.4.4. 125 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Ureme

Egrilerinin Hesaplanmasi

Karbon kaynagi olarak 125 ppm fenolde gelistirilen A235 izolatinin kiiltiir
ortamindaki fenol konsantrasyonu ve hiicre yogunlugunun zamana bagh degisimi Sekil
4.13°de verilmistir. Hiicre yogunluk grafi§inden lag fazinin 120. saatte kadar siirdiigi
belirlenmistir. En yiiksek hiicre yogunlugu 168. saatin sonunda tespit edilmistir. Fenol

konsantrasyonu ise lag fazinin ilk 24 saatinde sabit kaldig1 ve ilerleyen siire igerisinde
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Sekil 4.13. 125 ppm fenol varliginda A235 izolatinin hiicre yogunlugu ve fenol
konsantrasyonunun zamana bagli degisimi (e, hiicre yogunlugu (kob/ml); u, fenol
konsantrasyonu (mg/l))

hiicre yogunlugunda onemli bir artis olmamasina ragmen fenol konsantrasyonunun
azaldig1 belirlenmistir. Logaritmik fazda artan hiicre yogunluguna bagli olarak fenol
konsantrasyonunda daha hizli bir azalma oldugu belirlenmistir. Ureme periyodunun
192.saatte saatinde ortamdaki fenol konsantrasyonunun yaklagik olarak % 47.2 oraninda
azaldig1 tespit edilmistir.

125 ppm fenol varliginda iiretilen A235 izolatinin zamana bagh {nx (Hiicre

yogunlugu) degisimi Sekil 4.14’de verilmistir.
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Sekil 4.14. A235 izolatinin 125 ppm fenol konsantrasyonundaki {n(hiicre yogunlugu)’in
zamana bagl degisimi
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4.45. 150 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Ureme

Egrilerinin Hesaplanmasi

Karbon kaynagi olarak sadece 150 ppm fenol igeren besiyerinde gelistirilen
A235 izolatimin kiiltiir ortamindaki fenol konsantrasyonu ve hiicre yogunlugunun
zamana bagl degisimi Sekil 4.15°de verilmistir. Hiicre yogunluk grafiginden lag fazinin
120. saatte kadar tespit edilmistir. En yiiksek hiicre yogunlugu 192. saatin sonunda
tespit edilmistir. Fenol konsantrasyonu ise lag fazinin ilk 24 saatinde sabit kaldig1 ve
ilerleyen siire igerisinde hiicre yogunlugunda énemli bir artis olmamasina ragmen fenol
konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir. Logaritmik fazda artan hiicre yogunluguna
bagli olarak fenol konsantrasyonunda lag fazina gore daha hizli bir azalma oldugu
saptanmakla birlikte azalmanin diger fenol konsantrasyonlarina gére daha yavas oldugu
belirlenmistir. Ureme periyodunun 216. saatinde ortamdaki fenol konsantrasyonunun

yaklasik olarak % 46.6 oraninda azaldig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. 150 ppm fenol varliginda A235 izolatinin hiicre yogunlugu ve fenol
konsantrasyonunun zamana bagli degisimi. (e, hiicre yogunlugu (kob/ml); =, fenol
konsantrasyonu (mg/l))

150 ppm fenol varliginda iiretilen A235 izolatinin zamana bagli {nx (hiicre

yogunlugu) degisimi Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. A235 izolatinin 150 ppm fenol konsantrasyonundaki €n(hiicre yogunlugu)’in
zamana bagli degisimi

4.4.6. 200 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Ureme

Egrilerinin Hesaplanmas

Karbon kaynagi olarak sadece 200 ppm fenol igeren besiyerinde gelistirilen
A235 izolatinin kiiltiir ortamindaki fenol konsantrasyonu ve hiicre yogunlugunun

zamana bagl degisimi Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. 200 ppm fenol varliginda A235 izolatinin hiicre yogunlugu ve fenol
konsantrasyonunun zamana bagli degisimi (e, hiicre yogunlugu (kob/ml); =, fenol
konsantrasyonu (mg/l))
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A235 izolatimin 200 ppm fenol konsantrasyonundan elde edilen hiicre
yogunluk grafiginde lag fazinin 144. saatte kadar siirdiigli belirlenmistir. En yiiksek
hiicre yogunlugu 216. saatin sonunda saptanmistir. Fenol konsantrasyonu yaklasik
olarak lag fazinin ilk 72 saatinde sabit kaldig1 ve ilerleyen siire icerisinde de fenol
konsantrasyonunda onemli bir azalma olmadigi goézlenmistir. Hiicre yogunlugunun
artmasiyla birlikte fenol konsantrasyonun da azaldigi belirlenmis, ancak azalmanin
diger fenol konsantrasyonlarindaki sonucglara kiyasla daha yavas oldugu tespit
edilmistir.

200 ppm fenol varliginda iiretilen A235 izolatinin zamana bagli {nx (hiicre

yogunlugu) degisimi Sekil 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.18. A235 izolatinin 200 ppm fenol konsantrasyonundaki {n(hiicre yogunlugu)’in
zamana bagl degisimi

Genel olarak baglangig fenol konsantrasyonundaki artisa bagli olarak lag
fazinin uzadigr (0-144 saat) ve hiicre artisina bagl olarak fenol yikiminin artmaya
basladig1 goriilmektedir. Halofilik arkelerde fenol varliginda iireme kinetigi ¢alismasi
bulunmamakla birlikte halofilik ya da non-halofilik diger bakterilerle yapilan galigmalar
mevcuttur. Karigik 1limli halofilik bakteri kiiltiirii ile yapilan fenol degradasyonu
calismasinda baslangi¢ fenol konsantrasyonu yiiksek tutuldugunda lag fazinimin arttig
ve spesifik biliylime hizinin azalmasia bagl hiicre miktarinin da azaldigi, bu durumun
substrat inhibisyonundan kaynaklanabilecegi belirtilmistir. (Peyton ve ark., 2002).
Rhodococcus ve bazidiyomiycetes grubuna dahil mayalarla yapilan diger fenol

degradasyonu ¢alismasinda da lag biiylime fazinin fenol toksisitesinin inhibisyonuna
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bagl olarak baglangi¢ fenol konsantrasyonunun artmastyla artig gosterdigi bildirilmistir
(Margesin ve ark., 2005). Pseudomonas fluorescence ve Pseudomonas aeruginosa ile
yapilan karigik kiiltiir fenol kinetik calismalarinda, 100-500 mg/l arasinda degisen
baslangi¢ fenol konsantrasyonlarinda lag fazinin 0. saatten 18 saate ve degradasyon
prosesinin ise 24. saatten 96. saate c¢iktig1 bildirilmistir (Agarry ve ark., 2008). 1100
mg/l fenol konsantrasyonlarni tolere edebilme yetenegindeki Xanthobacter flavus
MTCC 9130 i¢in artan baslangi¢ fenol konsantrasyonlarina bagl olarak lag fazinin
artt1g1 bununla birlikte ortamdaki yiiksek fenol konsantrasyonunun bakteri {lizerinde
negatif etkiye neden oldugu da gosterilmistir (Nagamani ve ark., 2009). Li ve ark.
(2010) Pseudomonas putida LY1 ile yaptiklari kinetik c¢aligmalarinda lag faz

uzunlugunun 0-25 saat arasinda degistigini bildirmistir.
4.4.7. Monod Grafigi

4.4.7.1. Maksimum Spesifik Biiyiime Hiz1 (nmax) Degeri

Farkli konsantrasyonlarda ¢izilen £n (Hiicre yogunlugu)-zaman grafiklerinden
hesaplanan spesifik biiyiime hizinin (p) substrat konsantrasyonuna (mg/1) kars1 degisimi
Sekil 4.19°da verilmistir. Substrat konsantrasyonuna bagli spesifik gelisme hizinin
belirlemek i¢in Monod modeli kullanilmaktadir (Bailey ve Ollis, 1986; Stanbury ve
Whitaker, 1989; Telefoncu, 1995; Boulton ve ark., 1996; Marin, 1999; Waites ve ark.,
2001).
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Sekil 4.19. A235 izolatinin spesifik biiylime hizi (p)’nin substrat konsantrasyonuna
bagl degisimi
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A235 izolatinin fenol varhiginda olusturulan spesifik biiytime hizi-substrat
konsantrasyonu grafiginden, maksimum spesifik bilyiime hizinin (umax) 0.015 h™
oldugu bulunmustur. Uremeyi smirlayan substrat konsantrasyonu arttik¢a spesifik
bliylime hiz1 (n) belli bir noktaya kadar artmis ve kritik substrat konsantrasyonundan
sonra bu degerin sabit kaldig1 tespit edilmistir. Termoasidofilik arke tiirii Sulfolobus
solfataricus 98/2’un geri beslemeli bioreaktor kullanilarak yapilan fenol kinetik
caligmalarinda, spesifik biiylime hizinin 0.034 ht oldugu bildirilmistir (Christen ve ark.,
2010). Karisik 1limli halofilik bakteri kiiltiirtiniin kullanildig1 diger bir ¢calismada fenol
varliginda spesifik bilyiime hizimin 0.09 ile 0.22 h™ arasinda degistigi bildirilmistir
(Peyton ve ark., 2002). Ila¢ sanayi atik tuzlu suyundan izol edilmis Pseudomonas
aeruginosa ve Pseudomonas pseudomallei  suslarmin  kullanildigi  fenol
biyodegradasyonu calismasinda ise, maksimum baslangi¢ fenol konsantrasyonundaki
spesifik bliylime hizlarinin sirastyla 0.016 h've 0.013 ht oldugu bildirilmistir (Afzal ve
ark., 2007).

A235 izolatinin fenole olan affinitesini belirlemek amaciyla 1/p ve 1/S

degerleri tizerinden ¢izilen grafikten (Sekil 4.20) Ks degeri 71.4 mg/l olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.20. A235 izolatinin 1/[S]-1/p grafigi

Fenol iceren ortamlarda mikrobiyal biiylime kinetiginin tanimlanmasi amaciyla

farkli substrat tiiketim ve inhibisyon modelleri kullanilmaktadir. Bu degisik modeller
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icerisinde, Monod ve Andrew (Haldane) esitlikleri siklikla fenol biyoderadasyon
kinetiginin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Bandyopadhyay ve ark., 1998; Reardon
ve ark., 2000; Peyton ve ark., 2002; Oboirien ve ark., 2005). Bu ¢alisma ile fenol igeren
ortamda iiretilen A235 izolatinin lireme kinetiginin belirlenmesinde monod modelinin
uygun oldugu tespit edilmistir.

Umax degerinin yarisina esit olan Ks degeri ile mikroorganizmalarin substrata
olan afiniteleri arasinda ters oranti bulunmaktadir (Pirt, 1975). Ks degeri arttiginda
mikroorganizmalarin susbstrata olan ilgileri azalmaktadir. Yiiksek fenol veya tuz
konsantrasyonu iceren ortamlarda yapilan ¢aligmalarda Ks degerinin arttig bildirilmistir
(Gonzéalez ve ark., 2001; Peyton ve ark., 2002; Agarry ve Solomon, 2008).
Calismamizda elde edilen Ks degerinden, yiiksek tuz konsantrasyonunda iiretilen A235
izolatinin fenol afinitesinin diisiik oldugu anlasilmaktadir. Pirt, (1975) mikrobiyal
biiylime kinetigi ile ilgili ¢alismasinda baglangic fenol konsantrasyonundaki artisin Ks
degerinin artmasina ve pmax degerinin azalmasina neden oldugunu bildirmistir. Fenol
degradasyonu ile ilgili ¢alismalarda yiliksek fenol konsantrasyonlarinin inhibe edici
etkisi bildirilmis olup, membran biitiinliigiiniin saglanabilmesi i¢in gerekli enerjinin
belirlenmesi, verimli fenol yikim kosullarinin tasarlanmasi ve endiistriyel proseslere
uygun biyoreaktdr tasariminin saglanmasi i¢in gereken bilgiler kinetik ¢aligsmalarindan
elde edilerek endiistriyel alanlarda siklikla kullanilmaya baglanmistir (Onysko ve ark.,
2000; Bai ve ark., 2007). Fenol kinetik parametrelerinin (Ks, p, pmax) fenol
biyodegradasyonu sonucunda agiga ¢ikan 2-hidroksimukonik asit semialdehid, cis-cis
mukonik asit gibi ara {iriinlerin varhigindan da etkilenmektedir. Bunun disinda Monod
kinetik parametrelerini etkileyen degisik faktorler de bulunmaktadir. Monod kinetik
parametreleri iizerinde diger faktorlerin etkisi iizerinde bazi arastirmalar yapilmistir.
Monod saturasyon sabiti lizerinde sicakligin etkisi daha Onceki ¢alismalarda agikca

belirtilmemistir.

4.5. Fenol Biyodegradasyon Kosullarinin Optimizasyon Sonuclari

A235 izolati igerisinde karbon ve azot kaynag olarak sadece 100 ppm fenoliin
bulundugu ortamdaki kosullarin optimizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. En
yiiksek fenol parcalanma orant ve hiicre miktarinin gerceklestigi parametreler

saptanmuistir.
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4.5.1. Fenol Biyodegradasyonunun Fenol Konsantrasyonuna Bagh Degisimi

A235 izolatinin 6 farkli fenol konsantrasyonu igeren ortamdaki fenol
biyodegradasyonunun ve hiicre miktarinin zamana bagl degisimi sirasiyla Sekil 4.21 ve
4.22°de verilmistir. Karbon kaynagi olarak igerisinde sadece fenoliin bulundugu 50, 75,
100, 125, 150 ve 200 ppm fenol miktarlarindaki biyodegradasyon orani sirastyla % 80,
72, 54, 47.2, 46.6 ve 13.5°dur. Buna gore en yiiksek fenol degradasyon orani (% 80)
icerisinde karbon kaynagi olarak sadece 50 ppm fenol konsantrasyonunun oldugu
ortamda go6zlenmistir. Artan fenol konsantrasyonunun fenol biyodegradasyonunu

olumsuz yonde etkiledigi saptanmaistir.
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Sekil 4.21. Farkli fenol konsantrasyonunda fenol degradasyonunun zamana baglh
degisimi

Ureme kinetigi ¢alismalarinda oldugu gibi, yiiksek fenol konsantrasyonunun A235
izolatinin gelismesini olumsuz yonde etkiledigi goriilmektedir. Benzer sekilde Bacillus
sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Fusarium sp., Phanerochaete chrysosporium,
Corious versicolor ile yapilan biyodegradasyon ¢alismalarinda da yiiksek fenol
konsantrasyonunda substrat inhibisyonu nedeniyle iiremenin negatif yonde etkilendigi

bildirilmistir (Peyton ve ark., 2002; Prieto ve ark., 2002).
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Sekil 4.22. Farkli fenol konsantrasyonunda hiicre miktarinin zamana bagl degisimi

4.5.2. Fenol Biyodegradasyonunun inokulum Miktarma Bagh Degisimi

Optimum fenol konsantrasyonu ve 4 farkli inokulum miktar1 igeren ortamdaki
fenol biyodegradasyonunun ve hiicre miktarinin zamana bagli degisimi Sekil 4.23 ve
4.24’de verilmistir. Buna gore en yiiksek fenol degradasyon orani ve hiicre miktari, %10
inokulum varliginda belirlenmis olup artan inokulum miktarina bagli olarak lag fazi
siiresinin azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.24). Fenol gibi toksik bilesik iceren
ortamlara transfer edilen inokulum hacminin biyodegradasyon {izerinde 6nemli oldugu
ve belirli oranda artan inokulum miktarinin fenol biyodegradasyonunu arttirdig
bildirilmistir (Santos ve ark., 2001; Hong-xia, 2011). Ekilmis sulakalan aritim
sistemelerindeki Pseudomonas psudoalcaligenes hiicrelerinin bulundugu biyofilm
aracilifiyla yiiksek fenol giderimi saglandigi ve bu durumun yiliksek bakteri igerigi
nedeniyle gerceklestigi belirtilmistir (Kurzbaum ve ark., 2010). Buna karsin, fenol
biyodegradasyonunun tamamen bakteri miktart ile iliskili olmadigi ve bakteri
sayisindan etkilenen yikim oranlarinin tam ve hizli fenol biyodegradasyonu veya
mineralizasyonunu gerceklestirebilen bakteri populasyonundan kaynaklanabilecegi

bildirilmistir (Klecka ve ark., 2001).
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Sekil 4.23. Farkli inokulum miktarinda fenol degradasyonunun zamana bagli degisimi
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Sekil 4.24. Farkli inokulum miktarinda hiicre miktarinin zamana bagl degisimi

4.5.3. Fenol Biyodegradasyonunun NaCl Konsantrasyonuna Bagh Degisimi

Optimum fenol konsantrasyonu, inokulum miktar1 ve 5 farkli NaCI
konsantrasyonu igeren ortamdaki fenol biyodegradasyonunun ve hiicre miktarinin
zamana bagli degisimi Sekil 4.25 ve 4.26’da verilmistir. Buna gore en yiiksek fenol

degradasyon orani ve hiicre miktar1 % 20 NaCI konsantrasyonunda belirlenmistir. [liml



56

halofilik mikroorganizmalardan fenolii parcalayabildigi tespit edilen Halomonas sp.
susunun % 1-14, Halomonas organivorans ve Thalassobacillus devorans tiirlerinin %
7.5-10, haloalkalifilik Halomonas campisalis’in % 0-15, Halomonas venusta susunun %
8, yagmur ormanlarindan izole edilen Candida tropicalis’in % 15 ve Alcaligenes
faecalis’in % 5.5 tuz varhiginda fenolii yikabildigi bidrilmistir (Hinteregger ve
Streichsbier, 1997; Bastos ve ark., 2000; Munoz ve ark., 2001; Alva ve Peyton, 2003;
Garcia ve ark., 2004; Garcia ve ark., 2005). Halofilik biyofilmin yapay atik sudaki
fenolii % 5-15 NaCl’de % 99 oraninda yiktig1 belirtilmistir (Woolard ve Irvine 1994,
1995). Halofilik bakteri konsorsiyumu ile yapilan diger bir ¢alismada % 5 NaCl igeren
ortamda fenol yikiminin % 99 oraninda oldugu ancak artan tuz konsantrasyonunda (%
15) yikim oranmin azalarak % 14’e diistiigi ve optimum NaCl miktarinin ise % 5
oldugu bildirilmistir (Gayathri ve Vasudevan, 2010). Farkli tuzlu ortamlardan izole
edilen halofilik bakteriler Arhodomonas aquaeolei ve Modicisalibacter tunisiensis’in
100g/1 NaCI ve 3mM fenol bulunan ortamlarda gelisebildigi ve fenolil parcalayabildigi
gosterilmistir (Bonfa ve ark., 2013).
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Sekil 4.25. Farkli NaCl konsantrasyonunda fenol degradasyonunun zamana bagli
degisimi
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Sekil 4.26. Farkli NaCI konsantrasyonunda hiicre miktarinin zamana bagli degisimi

4.5.4. Fenol Biyodegradasyonunun pH’a Bagh Degisimi

Optimum fenol ve NaCl konsantrasyonu, inokulum miktar1 ve 5 farkli pH’a
sahip ortamdaki fenol biyodegradasyonunun ve hiicre miktarinin zamana bagl degisimi
Sekil 4.27 ve 4.28’de verilmistir. Buna gore en yiiksek fenol degradasyon orani ve
hiicre miktar1 icin pH’nin 7.5 oldugu tespit edilmistir. Calismamizda kullandigimiz
A235 izolat1 nétrofilik bir halofilik arke olup, alkalifilikler ve MHI-52-1 susu harig diger
halofilik arkelerin de biiyiik bir kisminin optimum iiremesi nétral pH derecelerinde
gerceklesmektedir (Minegishi ve ark., 2008; Bowers ve Wiegel, 2011). Halofilik arkeler
disinda, 1liml1 halofilik bakterilerden olusan karisik kiiltiirle yapilan fenol degradasyonu
kinetigi pH’1 7 olan ortamda calisgilmistir (Peyton ve ark., 2002). Denizel kokenli 1limh
bir halofilik bakteri olan SM5 susu ile yapilan fenol yikim ¢alismasinda baslangi¢
pH’nin 6nemli oldugu ve nétr pH araliginda tireyen susun optimum fenol yikiminm1 pH
7°de gergeklestirdigi bildirilmistir (Hong-xia, 2011). Haloalkalifilik Halomonas
campisalis’te fenol fdegradasyonu igin optimum pH’nin 8-11 arasinda oldugu
belirtilmistir (Alva ve Peyton, 2003). Non halofiliklerle yapilan fenol yikim
calismalarinda ise optimum pH derecelerinin Ewingella americana igin 7.5, % 99.99
giderim saglayan mikrobiyal konsorsiyum icin 8 ve petrolle kontamine olmus
topraklardan izole edilen Rhodococcus UKMP-5M igin 7.5 oldugu bildirilmistir
(Khleifat, 2006; Hamitouche ve ark., 2010; Suhaila ve ark., 2013).
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Sekil 4.27. Farkli pH degerlerinde fenol degradasyonunun zamana bagli degisimi
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Sekil 4.28. Farkli pH degerlerinde hiicre miktarinin zamana bagl degisimi

4.5.5. Fenol Biyodegradasyonunun Sicakhiga Bagh Degisimi

Optimum fenol ve NaCl konsantrasyonu, inokulum miktar1 ve pH’ya sahip
ortamin 5  farkli  sicaklik  derecesinde inkiibasyonu  sonucunda  fenol
biyodegradasyonunun ve hiicre miktarinin zamana bagl degisimi Sekil 4.29 ve 4.30’da

verilmistir. Buna gore en yiiksek fenol degradasyon orani ve hiicre miktart i¢in
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sicakligin 37°C oldugu ve yiiksek sicaklik derecelerinde bu oranlarin 6nemli miktarda
azaldig tespit edilmistir. Ekstrem halofilik arkeal tiirlerin yarisindan fazlasinin (% 63)
optimum 40°C veya altindaki sicaklik degerlerinde optimum {tiredigi ve bu yiizde dilimi
icerisindeki mikroorganizmalarin optimum sicaklik degerlerinin 38-40°C oldugu
bildirilmistir (Bowers ve Wiegel, 2011). Peyton ve ark. (2002) iliml1 halofilik
bakterilerden olusan karigik kiiltiirle fenol degradasyon kinetigi ¢aligmasini 30°C’de
gerceklestirmistir. Denizel kokenli SM5 susunun optimum fenol yikimint (% 95.7)
37°C de gerceklestirdigi ve 28°C de yikim oraninin biraz daha azladigi (% 93.8)
bildirilmistir (Hong-xia, 2011). Bunlarin yani sira fenol yikim galismalarinda asiri
yiiksek ve diisiik sicakliklarin biyodegradasyon oranini etkiledigi de bildirilmistir (Kargi
ve Uygur, 1996). Pseudomonas putida bakterisi ile yapilan fenol yikim ¢alismasinda,
yiiksek sicakligi bakteri aktivitesini negatif yonde etkiledigi ve biyodegradasyon
kapasitesini engelledigi bildirilmis ve 35°C’den daha yiiksek sicakliklarda fenol
biyodegradasyon prossesinin temel basamagi olan benzen halkasinin yarilmasindan

sorumlu bakteriyel enzim aktivitelerinin etkilenebilecegi belirtilmistir (Kira va ark.,
2000).
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Sekil 4.29. Farkli sicaklik derecelerinde fenol degradasyonunun zamana bagl degisimi
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Sekil 4.30. Farkli sicaklik derecelerinde (°C) hiicre miktarinin zamana baglh degisimi

4.5.6. Fenol Biyodegradasyonunun Calkalama Hizina Bagh Degisimi

Optimum fenol ve NaCl konsantrasyonu, inokulum miktari, pH ve sicaklik
derecesi belirlendikten sonra, kiiltiir ortaminin ¢alkalama hizinin etkisini belirlemek
amaciyla 3 farkli g¢alkalama hizi ve statik kosulda inkiibasyonu sonucunda fenol
biyodegradasyonunun ve hiicre miktarin zamana bagl degisimi Sekil 4.31 ve 4.32°de
verilmistir. Artan calkalama hizina baglh olarak lag fazinin kisaldigi ve fenol
konsantrasyonunun azaldig: tespit edilmistir. En yiiksek fenol degradasyon orani ve
hiicre miktari i¢in optimum ¢alkalama hizinin 200 rpm oldugu belirlenmistir. Halofilik
arkeler aerobik ve heterotrofik karakterdedirler. Hipertuzlu sistemlerde oksijen
¢coziinlirliigli azaldigindan dolayr halofilik organizmalarin kiiltiirasyonu esnasinda
oksijenlenmeyi saglamak ic¢in ¢alkalamali inkiibasyon kosullar1 gerekmektedir
(Schneegurt, 2012). Karbon kaynaklarinin aerobik yikimi, glioksilat donglisii ve
sitokrom zinciri igeren elektron transport sistemi ile trikarboksilikasit dongiisi
temelinde gerceklesmektedir (Vaino ve ark., 2000). Aerobik mikroorganizmalar
genellikle oksijen reaksiyonlari yoluyla aromatik ¢ekirdegin aktivasyonu ile aromatik
bilesiklerin degradasyonunu gerceklestirmektedirler (Pérez-Pantoja ve ark., 2009).
Halofilik arkeler ile aromatik hidrokarbonlarin (polisiklik aromatik hidrokarbon,
naftalin, antrasin, fenantrin, piren) biyodegradasyonu ile yapilan diger bir ¢alismada

petrol ile kontamine olmus alanlardaki degradasyon i¢in bu mikroorganizmalarin
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oksijene ihtiya¢ duydugu ve artan oksijenlenme oranma bagli olarak degradasyon

hizinda da bir artis oldugu vurgulanmistir (Bonfa ve ark., 2011).
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Sekil 4.31. Farkli ¢alkalama hizlarinda fenol degradasyonunun zamana bagli degisimi
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Sekil 4.32. Farkli ¢alkalama hizlarinda hiicre miktarinin zamana bagl degisimi

4.5.7. Fenol Biyodegradasyonunun Yeast Ekstrakt Miktarina Bagh Degisimi
Optimum fenol ve NaCl konsantrasyonu, inokulum miktari, pH, sicaklik
derecesi ve calkalama hiz1 belirlendikten sonra, yeast ekstrakt miktarinin etkisini

belirlemek amaciyla 4 farkli yeast ekstrakt miktar1 ve yeast ekstrakt igermeyen ortamda
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inkiibasyon sonucunda fenol biyodegradasyonunun ve hiicre miktarinin zamana bagh

degisimi Sekil 4.33 ve 4.34°de verilmistir.
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Sekil 4.33. Farkli yeast ekstrakt miktarinda fenol degradasyonunun zamana baglh
degisimi
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Sekil 4.34. Farkli yeast ekstrakt konsantrasyonunda hiicre miktarinin zamana bagl
degisimi

Fenol degradasyonu i¢in optimum yeast ekstrakt miktar1 % 0.025 olarak
bulunmustur. Daha yiiksek yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda ise fenol yikiminin

azaldig1 tespit edilmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamaya adapte olan
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ekstrem canlilarin daha fazla besinsel ihtiyaglara gereksinim duydugu ve bu nedenle
kompleks besin iceriklerinin yliksek tuz konsantrasyonlarindaki canlilarin geligimini
stimiile ettigi vurgulanmaktadir (Oren ve ark., 1992). Asir1 tuzlu ortamlardan izole
edilen arke susunun (EH7) yeast ekstakt, pepton ve kazamino varliginda ekosan
(CooH42) degradasyonunu hizlandirdigi ve yikim siiresini azaltigi belirtilmistir (Bertrand
ve ark., 1990). Carla ve ark. (2004) Halofilik ve halotolerant mikrosom tarafindan
BTEX bilesiklerinin degradasyon hizinin yeast ekstrakt, vitamin ya da iz element
ilavesiyle artigmni bildirmistir. Gladyshev ve ark. (1998) yiiksek konsantrasyonda
inorganik Dbesinlerin fenol yikimini arttirdigini organik besinlerin ise azalttigini
bildirmesine ragmen Woolard ve Irvine (1995), ortama eklenen yeast ekstraktin 1liml
halofillerde fenol yikim verimini arttirdigini belirtilmistir. Pseudomonas putida ile
yapilan fenol biyodegradasyonunda, 0.05-0.25 (g/1) arasinda degisen miktarlardaki yeast
ekstraktin etkisi incelenmis olup, 0.05 ile 0.15 (g/l) arasinda artan yeast ekstrakt
miktarina bagh olarak fenol yikiminin da % 50-98 arasinda arttig1, 0.15 g/l tizerindeki
konsantrasyonun ise fenol yikimini arttirmadigi belirtilmistir (Annadurai ve ark., 2008).
Ayrica fenol yikim ¢alismalarinda glukoz, yeast ektrakt ve (NHy4), SO, gibi besinlerin
adaptasyon calismalarinda kullanilmasinin fenol yikim yetenegini hizlandirdig1 da rapor
edilmistir (Al-Khalid ve El-Naas, 2012).

A235 izolatinda artan yeast ekstrakt miktarlarina bagli olarak hiicre
yogunlugunun arttig tespit edilmistir (Sekil 4.34). Halofilik bakteriyel konsorsiyum ile
yapilan fenol biyodegradasyon calismalarinda toksik bir substrat olan fenol varliginda
ortama ilave edilen yeast ektraktin mikrobiyal gelisimi destekleyip artirmasina bagli
olarak fenol giderimini de hizlandirdig1 belirlenmistir (\VVeenagayathri ve Vasudevan,
2010). Yeast ekstrakt icerdigi bazi amino asitler, peptitler, vitaminler ve piriivik asit
dahil baz1 organik asitler nedeniyle mikroorganizmalarin iiremesine destek

saglamaktadir (Annadurai ve ark., 2008).

4.6. Fenol Degradasyon Uriinlerinin Analiz Sonucu

Optimum fenol biyodegradasyon kosullarinda ve fenol varliginda iiretilen
A235 izolatinin fenol biyodegradasyonunu, meta-yikim yolu {izerinden gerceklestirdigi,
orto-yitkim yolunu kullanmadigi belirlenmistir. Fenol degradasyon iiriinlerinin

biyokimyasal analizinin son basamaginda reaksiyon ortamina katesol ilavesi sonrasi
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Olusan sar1 renk (Sekil 4.36), fenolin meta yikim yolu iizerinden pargalandigini

gostermektedir.

’,i -

Sekil 4.35. A235 izolatinda meta-yikim analizi sonucunda olusan sar1 renk

Aerobik halofilik ve 1limli halofilik bakterilerin fenolii, temelde meta- ve orto-
yikim yolu ile pargaladigi, bazilarinin bu iki yoldan sadece birini bazilarinin ise her iki
metabolik yolu kullanarak fenolii parcaladig: bildirilmistir (Jiang ve ark., 2006; Borgne
ve ark., 2008). Degradasyon yolagini karakterize edebilmek i¢in en basit yaklagimlardan
biri katabolik enzim varliginin analiz edilmesidir (Cao ve ark., 2008). Erdogmus ve ark.
(2013), halofilik arke izolatlariyla 4 farkli aromatik hidrokarbon yikimi calismasi
neticesinde, uyguladiklari Rothera test sonuglarina bagli olarak sar1 meta yikim
tirtinlerinin olusmamasindan dolay1 parcalanmanin orto yikim ile gerceklestigi ve enzim
calismalarinin da bunu desteklemesine bagli olarak biyokimyasal testlerin metabolik
yolun belirlenmesinde destekleyici rollerinin oldugunu vurgulamislardir. Fenolle
kontamine olmus farkli bélgelerden izole edilen 1limli halofilik bakteriyel konsorsiyumu
ile yapilan degradasyon metabolik yolunu belirleme ve enzimlerle ilgili ¢aligmada fenol
degradasyonu siiresince ara iriin olarak cis,cis mukonik asit olustugu, 4-klorofenol
yikiminda ise ara iriin olarak 5-kloro-2-hidroksimukonat olustugu belirlenmistir. Bu
sonuglardan 1liml1 halofilik bakteri konsorsiyumunun, fenol biyodegradasyonunda orto-
yikim yolunu kullandigi, 4-klorofenol degradasyonunda ise meta-yikim yolunu
kullanarak parcalayabildigi tespit edilmistir (Veenagayathri ve Vasudevan, 2011).
Maskow ve Kleinsteuber (2004), tek karbon ve enerji kaynagi olarak fenolii kullanan
haloalkalifil Halomonas EF11 susunda fenoliin, yiiksek C/N oraninda meta yolu ile
diisiik C/N oraninda ise orto yolu ile asimile edildigini belirtmistir. Ilimli halofilik
bakteri tiirii Halomonas organivorans ile aromatik bilesiklerin degradasyonu

calismasinda ise katesoliin orto yolu ile yikildig1 belirtilmistir (Garcia ve ark., 2005b).
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4.7. Fenol Biyodegradasyonunda Rol Oynayan Enzimlerin Tarama Sonucu

Aerobik ortamlarda fenol once multikomponent bir fenol hidroksilaz ile
katesole sonra orto veya meta yikim yolu iizerinden temel metabolizma ara iiriinlerine
parcalanir. Fenol halkasindaki ilk agilmanin, orto-yikim yolunda katesol 1,2-
dioksigenaz veya meta-yikim yolunda katesol 2,3-dioksigenaz ezimi ile katalize
edilmesine bagli olarak cis-mukonik asit yada 2-hidroksimukonik semialdehid olusur
(Gurujeyalakshmi ve Oriel, 1988; Nordlund ve ark., 1990). Fenol metabolizmasina
giren bu li¢ enzim intraselliiler ve indiiklenebilir 6zelliktedir (Bastos ve ark., 2000;
Alexieva ve ark., 2010;Yemendzhiev ve ark., 2012). Erdogmus ve ark. (2013), halofilik
arke izolatlariyla 4 farkli aromatik hidrokarbon yikimi c¢alismasi neticesinde,
degradasyonun orto metabolik yolu tizerinden gergeklestigini bildirmistir. Halomonas
suslar1 ile yapilan ¢aligmalarda, fenoliin orto yolu iizerinden pargalandig: belirtilmistir
(Hinteregger ve Schreiber, 1997; Alva ve Peyton, 2003). Haloalkalifik Halomonas
EF11 susunda fenol yikim yolunun kiiltiir ortamindaki C/N oranina bagli olarak orto ya
da meta yolu iizerinden gergeklestigi bildirilmistir (Maskow ve Kleinsteuber, 2004).
A235 izolatinda fenol yikiminda rol oynayan enzimlerin tarama calismalarindan elde
edilen veriler ise pargalanmanin katesol 2,3-dioksigenaz ile gerceklestirildigini
gostermistir. Enzim tarama sonucunda elde edilen bulgularla ve fenol degradasyon iiriin

analizi caligmalar1 (Sekil 4.36) birbirini desteklemistir.

4.7.1. Katesol 2,3-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin Optimizasyon Sonuclar:

Optimum fenol biyodegradasyon kosullarinda ve fenol igeren ortamda
gelistirilen A235 izolatinin katesol 2,3-dioksigenaz enziminin optimum aktivite

gosterdigi KCI konsantrasyonu, sicaklik derecesi ve pH degeri belirlenmistir.

4.7.1.1. Katesol 2,3-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin Tuz Optimizasyon Sonucu

Enzim aktivitesi tizerine KCI konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla 5
farkli tuz derisiminde alinan sonuclara gore en yiiksek aktivite 2M KCI derisiminde 7.5
umol/dk olarak bulunmustur (Sekil 4.37). Halofilik arkeler, ortamlarindaki yiiksek
miktarda bulunan NaCl ve diger tuzlara kars1 ozmotik dengeyi saglamak amaciyla hiicre
icerisinde yliksek miktarda KCI biriktirirler. Bu nedenle intraseliiler enzimleri 4 M

kadar yliksek KCI konsantrasyonlarinda aktif ve stabil kalmaktadir (Danson ve Hough
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1998; Oren ve Mana, 2002). Haloferax sp. D1227A susundan saflastirilan gentisat 1,2-
dioksigenaz enziminin maksimum aktivitesini 2 M KCI ya da NaCl’de gosterdigi
bildirilmistir (Fu ve Oriel, 1998). Diger haloarkeal kaynakli intraseliiler enzimlerden,
Haloferax volcanii ligazinin (Hv LigN) 3.2 M KCI’de maksimum aktivite gosterdigi,
NaCPl’nin ise aktivite lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadig: belirtilmistir (Ortega ve
ark., 2011). Haloferax mediterranei aldolazi ile yapilan diger bir calismada ise
maksimum aktivitenin 0.5 M KCI varliginda gerceklestigi belirlenmistir (D’Souza ve
ark., 1997).

10 +

Aktivite (U/ml)
an

1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
KCT (M)

Sekil 4.36. Katesol 2,3-dioksigenaz aktivitesi lizerine KCI etkisi

4.7.1.2. Katesol 2,3-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin Sicaklik Optimizasyon Sonucu

Optimum tuz konsantrasyonu belirlenen enzim aktivitesi lizerine sicakligin
etkisini belirlemek amaciyla 7 farkli sicaklik derecesinde alinan sonuglara gore en
yiiksek aktivite 42°C’de 13.64 umol/dk olarak bulunmustur (Sekil 4.38). Enzimin
maksimum aktivite gosterdigi sicaklik derecesinden hafif termofilik bir karaktere sahip
oldugu soylenebilir. Haloarkeal ekstremozimlerin sadece tuza toleransli olmayip ayni
zamanda termofilik karakterde oldugunun bildirilmistir (Madern ve ark., 2000; Ozcan
ve ark., 2009). Non halofilik organizmalardan izole edilen katesol 2,3-dioksigenazin
maksimum aktivite gosterdigi sicaklik derecelerinin; Pseudomonas sp. ZJF08 igin
30°C, P. S-47 i¢in 35°C, gram pozitif Planococcus sp. S5 i¢in 60 °C, termofilik bakteri
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Bacillus thermoleovorans A2 i¢in 70 °C oldugu bildirilmistir (Kim ve ark., 1997; Milo
ve ark., 1999; Zou ve ark., 2007; Hupert-Kocurek ve ark., 2012).
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Sekil 4.37. Katesol 2,3-dioksigenaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

4.7.1.3. Katesol 2,3-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin pH Optimizasyon Sonuclari

Optimum tuz konsantrasyonu ve sicaklik derecesi belirlenen enzim aktivitesi

tizerine pH’nin etkisini belirlemek amaciyla 6 farkli pH’da alinan sonuglara gore en

yiiksek aktivite pH 8’de 15.92 umol/dk olarak bulunmustur (Sekil 4.39). Ilimli halofilik

20

16 -

12 A

Aktivite (U/ml)

7 & 9
pH

Sekil 4.38. Katesol 2,3-dioksigenaz aktivitesi lizerine pH’nin etkisi
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bakteri konsorsiyumu ile yapilan c¢aligmalarda ise katesol-2,3-dioksigenaz enzim
aktivitesi i¢cin optimum pH degerinin 7 oldugu ve pH 8’de aktivitenin azaldig1
bildirilmistir (Veenagayathri ve Vasudevan, 2011). Halofilikler haricinde diger
organizmalarla yapilan galismalarda ise optimum pH degerlerinin, termofilik arke
Sulfolobus solfataricus 98/2 susu i¢in 7.0-7.5, termofilik bakteri Bacillus
thermoleovorans A2 igin 7.2, Planococcus sp. S5 i¢in 8 oldugu belirtilmistir (Murakami
ve ark., 1998; Milo ve ark., 1999; Hupert-Kocurek ve ark., 2012).
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5.SONUC VE ONERILER

Bilinen en toksik ve tehlikeli organik Kkirleticiler arasinda yer alan fenol ve
tiirevleri endiistriyel atik sularda siklikla bulunmaktadir. Diinya ¢apinda, yag rafineleri,
patlayict madde, farmasétik, plastik, kagit, boya, ilag, pestisit ve antioksidan iiretimi
gibi bir ¢ok prosesten kaynaklanan ve fenolik bilesikleri igeren endiistriyel atik sularin
biiyiik bir kisminda farkli konsantrasyonlarda fenol bulunmaktadir. Gliniimiizde, ¢evre
kirliliginin engellenmesi amaciyla fenollii atik sulara uygulanan fiziksel ve kimyasal
arittimda kullanilan yontemlere kiyasla c¢evre dostu, diisiik maliyetli ve toksik
metabolitleri tamamen mineralize edebilme gibi avantajlar1 bulunan biyolojik siiregler
onem  kazanmigtir.  Bunlardan  biyodegradasyon, fenolik  kontaminantlarin
uzaklagtirilmasinda temel mekanizmay1 olusturmaktadir. Mikrobiyal degradasyon, atik
sulardaki fenol giderimi icin tercih edilen bir metod olmasina ragmen, yliksek tuz
konsantrasyonlarinin tolere edilmesi noktasinda bazi kisitlamalar1 bulunmaktadir. Tuzlu
cevrelerde fenol ve fenolik bilesiklerin biyoremediasyonunun konvansiyonel
mikroorganizmalar ile gergeklestirilmesi miimkiin degildir. Ozellikle yiiksek miktarda
tuz iceren endiistriyel atik sulardaki fenol biyodegradasyonunun halofilik
organizmalarla gergeklestirilmesini kagmilmaz kilmaktadir. Hiicreleri ve enzim
aktiviteleri i¢in yliksek tuz konsantrasyonuna adapte olmus ekstrem halofilik
organizmalarin fenol ve diger organik bilesiklerin giderimi yoniinden sahip olduklar
biyoteknolojik potansiyelleri bir¢ok arastirmacinin ilgisini ¢gekmektedir. Ancak ekstrem
halofillerin kullanildig1 biyodegradasyon ¢aligmalar1 sinirli sayida bulunmaktadir.

Organik bilesiklerin biiyiik bir kisminit olusturan fenolik maddelerin tuzlu
ortamlardaki giderimi ile ilgili biyoteknolojik proseslerin genelinde 1limli halofilik
bakteriler kullanilmistir. Ancak, asir1 tuzlu ortamlarda bu organizmalar yetersiz
kalabildigi i¢in, halofilik arkeler 6n plana ¢ikarak 6nemli bir alternatif olusturmaktadir.
Ekstrem tuzlu ortamlarda hidrokarbonlarin biyodegradasyonunda halofilik arkelerin
kullanilmasi ile ilgili caligmalar olduk¢a sinirli olmakla birlikte spesifik olarak arkeal
fenol yikimini igeren herhangi bir calismaya heniiz rastlanmamistir. Bu ¢alisma ile ilk
olarak halofilik arkelerin fenol biyodegradasyon potansiyeli belirlenmis olup, ¢alisma
konusunun bu yoniiyle 6zgiin oldugu asikardir.

Calisma kapsaminda Tiirkiye nin ¢esitli tuzlu bolgelerinden izole edilmis 123

halofilik arke ve halofilik/halotolerant bakteri izolatlarinin fenollii ortamda gelisebilme
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ve fenol degradasyon potansiyelleri belirlenmistir. Kat1 ve sivi ortamlarda kademeli
fenol tarama islemleri sonrasinda segilen izolatlar arasindan 200 ppm fenol
konsantrasyonunda iireyebilen 8 izolat, bu izolatlar arasindan ise A235’in tek karbon ve
enerji kaynagi olarak fenolii en yliksek oranda (% 42) pargalayabildigi belirlenmistir.
Toksik bir madde olan fenoliin yliksek konsantrasyonlarinin organizmanin gelisimini
inhibe etmesini engellemek igin kademeli bir sekilde normal karbon kaynagi olarak
kullanilan yeast ekstrakt miktar1 azaltilip fenol konsantrasyonu artirilarak izolatin
yiiksek fenol konsantrasyonuna adaptasyonu saglanmistir. Fenol adaptasyon calismasi
sonucunda fenol konsantrasyonundaki artigin ve yeast ekstrakt miktarindaki azalmanin
lag fazinin uzamasina neden oldugu ve yeast ekstrakt miktarinin fenoliin biiylimeyi
inhibe edici 6zelligine karst 6nemli bir avantaj kazandirdigr tespit edilmistir. Ayrica
toluen kullanilarak yapilan capraz adaptasyonla birlikte fenol yikiminin yaklasik %14
daha fazla artt1ig1 bulunmustur.

Fenollii ortamda gelistirilen A235 izolatinin p (spesifik biiylime hizi), pmax
(maksimum spesifik biiyiime hiz1) ve Ks (Doygunluk sabiti= Monod sabiti) gibi hiicre
bliylime kinetik parametreleri hesaplanmis ve izolatin fenol biiylime kinetiginin
belirlenmesinde Monod modelinin uygun oldugu tespit edilmistir. A235 izolati ile
yiikksek tuz konsantrasyonlarinda yapilan kinetik ¢alismalarinda pmax degeri 0.015h™
ve Ks degeri ise 71.4 mg/l olarak bulunmustur.

Tek karbon ve enerji kaynagi olarak 50, 75, 100, 125, 150 ve 200 ppm
konsantrasyonlarinda fenol igceren ortamlarda A235 izolatinin fenol biyodegradasyon
oranlarinin sirastyla %80, 72, 54, 47.2, 46.6 ve 13.5 oldugu bulunmustur. Fenol
biyodegradasyonu yiiksek iyonik gii¢, pH, sicaklik ve diger karbon kaynaklarindan
etkilendiginden dolayi, A235 izolatinin fenol yikimi iizerine ortam kosullarinin etkisi
incelenmis ve 100 ppm fenol varliginda optimum yikimin; % 20 NaCl konsantrasyonu,
%10 inokulum miktar1, pH 7.5, 37 °C ve 200 rpm’de gerceklestigi tespit edilmistir.

A235 izolatinin hangi metabolik yol iizerinden fenolii katesol 2,3-dioksigenaz
enzimini kullanarak meta-yikim yolu ile pargaladigi belirlenmistir. A235 susundan izole
edilen katesol 2,3-dioksigenaz enziminin optimum aktivitesini 2M KCl, 42 °C ve pH
8’de gosterdigi (15.92 umol/dak) saptanmistir.

Giliniimlizde biyoremediasyon kapsaminda uygulanan biyodegradasyon

caligmalar kirleticileri yok etmek ya da toksinlerinden arindirmak i¢in miikemmel bir
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strateji olarak kabul edilmektedir. Halofilik organizmalar fenol igeren yiiksek tuzlu
endistriyel atik sularin biyodegradasyon i¢in potansiyeli yiiksek organizmalardir. Arke
kaynakli biyodegradasyon calismalarinda reaktor olgekli iliretimlerinin arttirilmasiyla
endiistiriyel alanda kullanilabilirliginin de 6nemli Ol¢lide artacagi diisliniilmektedir.
Ayrica hiicre immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi ve uygun teknigin fenol
biyodegradasyon calismalarina uyarlanmasinin etkili olabilecegi de diistiniilmektedir.
Sonug olarak; bu c¢alisma ile ilk kez bir halofilik arkenin fenolii yikabildigi ve
tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabildigi fenoliin 3,4 M tuz konsantrasyonunda
optimum biyoyitkimin1 gergeklestirdigi ortaya konmustur. Calismamizdaki tuz
konsantrasyonu g6z oniine alindiginda ekstrem halofilik 6zellige sahip prokaryotlarin,
fenolle kirli hipertuzlu ortamlarin biyoremediasyonu, otomatik olarak temizlenmesi
(self-cleaning) yada biyodegradasyonu igin elverisli biyolojik materyaller olabilecegini

ortaya koymaktadir.
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