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 ÖZET  

 

HALOFİLİK MİKROORGANİZMALAR TARAFINDAN FENOLÜN 

BİYODEGRADASYONU 

 

        

 Endüstriyel aktiviteler sonucu üretilen ve endüstriyel atık suların genel bir 

bileĢeni olan fenol toksik aromatik bir bileĢiktir. Fenollü atık sular genellikle yüksek 

miktardaki tuz içerdiğinden dolayı biyolojik arıtımı halofilik mikroorganizmalar 

aracılığıyla gerçekleĢtirilebilir. Bu çalıĢmada, Türkiye‟nin farklı bölgelerindeki tuzlu su 

ve topraktan, tuz madenininden ve tekstil atık suyundan izole edilmiĢ halofilik bakteri 

ve arke izolatlarının fenol biyodegradasyon aktiviteleri araĢtırılmıĢtır. 121 izolat 

arasından A235 isimli arke izolatının, fenolü tek karbon ve enerji kaynağı olarak 

kullanabildiği ve % 20 NaCI içeren katı ve sıvı ortamlarda en yüksek fenol yıkım 

oranına (% 42) sahip olduğu belirlenmiĢtir. Üreme üzerindeki substrat inhibisyonunun 

giderilmesi amacıyla izolatın, 250 ppm‟e kadar artırılan fenol konsantrasyonuna 

adaptasyonu sağlanmıĢtır. Ayrıca izolatın çapraz toluen adaptasyonu ile fenol yıkım 

oranınında yaklaĢık % 14‟lük bir artıĢ sağlanmıĢtır. Fenol varlığında arkeal izolatın 

fenol üreme kinetiği belirlenmiĢ ve Monod modeline uyduğu saptanmıĢtır, µmax ve Ks 

değerlerinin sırasıyla 0,015h
-1

 ve 71,4 mg/l olduğu bulunmuĢtur. Ġzolatın fenol yıkım 

koĢullarının optimizasyonu sonucunda en yüksek yıkım oranı, % 20 NaCI, pH 7.5, 

37°C, 200 rpm ve  % 0.025 yeast ektrakt içeren ortam koĢullarında elde edilmiĢtir. 

Biyokimyasal analizler ve enzim tarama sonuçları halofilik arke suĢunun fenolü kateĢol 

2,3-dioksigenaz ile meta-yıkım yolunu kullanarak parçaladığı belirlenmiĢtir. KateĢol 

2,3-dioksigenaz için en yüksek enzim aktivitesinin 2M KCI, 42°C ve pH 8‟de 

gerçekleĢtiği tespit edilmiĢtir. 

Bilgilerimiz doğrultusunda bu çalıĢma ile ilk kez, bir ekstrem halofilik arkenin 

yüksek tuz konsantrasyonunda fenolü parçalayabildiği gösterilmiĢ ve dolayısıyla 

halofilik arkelerin de fenol gideriminde biyoteknolojik potansiyellerinin olduğu 

gösterilmiĢtir.  

  

 

    

2013, 89 sayfa   

 

 

 

Anahtar kelimeler: Halofilik arke, Fenol biyodegradasyonu, Adaptasyon, Üreme kinetiği, 

Meta-yıkım, KateĢol 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 % NaCI 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 max and Ks were calculated to be 0.015 h
-1

 

and 71.4 mg/l, respectively. Phenol biodegradation by A235 was optimal at the presence 

of 20 % NaCI, 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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AAP                         Aminoantipirin 

DGD                        Dialkil Gliserol Dieter 

DMSO                     Dimetilsülfoksit 

DNA                        Deoksiribonükleik Asit 

FMTO                     Fenol Mineral Tuz Ortamı 

h                              Saat  

HMSA                     Hidroksimukonik semialdehid 

Ks                            Monod sabiti 

mg                           Miligram 

mL                           Mililitre 

mM                          Milimolar 

nm                            Nanometre 

OD                           Optik dansite 

PHA                         Poli-β- hidroksialkonat 

ppm                          Milyonda bir  

rpm                           Dakikadaki DönüĢ Sayısı 

RNA                         Ribonükleik Asit 

S                               Substrat  

SG                            Shengal-Gibson besiyeri 

TMTO                      Toluen mineral tuz ortamına 

U                              Unite 

V                              Hacim 

µ                               Spesifik büyüme hızı (h
-1

)  
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-1
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1. GİRİŞ 

 Dünyada ve ülkemizde meydana gelen hızlı endüstriyel değiĢimle birlikte temel 

ihtiyaçların karĢılanabilmesi için üretim sektörüne öncelik verilmiĢ, ancak çevreye 

verilen atıkların çevre ve canlılar üzerindeki etkileri pek fazla önemsenmemiĢtir. 

Çevreye bırakılan endüstriyel atıkların artmasıyla birlikte birçok atık türünde 

doygunluğa ulaĢılmıĢ ve zararları görülmeye baĢlanmıĢtır. Bu atıkların en 

önemlilerinden birisi fenol ve fenol türevleridir. Fenol bileĢikleri ve homologlarının 

çoğu zehirli maddelerdir ve organik kirleticiler içerisinde büyük bir grubu 

oluĢturmaktadırlar (EPA-Çeve Koruma Örgütü).  Fenol ve fenolik bileĢikler patlayıcı 

madde, farmasötik, plastik, kâğıt, boya, ilaç, pestisit ve antioksidanların üretimi gibi 

birçok endüstriyel proseste kullanılmakta ve atıklarında yer almaktadır.   

 Endüstriyel tuzlu atık sularda ve toprakta bulunan fenol ve fenolik bileĢikler 

ciddi çevresel problemlere neden olmakla birlikte son derece tehlikeli ve toksik özelliğe 

de sahiptir. Yüksek hacimli endüstriyel atık suların arıtımı için en uygun teknik/ler, 

fenolik bileĢiklerin herhangi bir toksik son ürün oluĢturmadan tamamen 

uzaklaĢtırılmasına yönelik olandır. Tuzlu ortamlardan fenolün uzaklaĢtırılması amacıyla 

çeĢitli fiziksel ve kimyasal metotlar kullanılmaktadır. Ancak bu yöntemlerle etkili bir 

Ģekilde fenol gideriminin yapılabilmesi için, aĢırı miktarda kimyasal kullanılması ve 

sonrasında bunların yok edilmesinin yanı sıra pahalı teçhizat kullanımı ve yüksek iĢlem 

maliyeti de söz konusudur. Bu derece önemli sınırlayıcı faktörlere sahip olan kimyasal 

süreçlere alternatif olarak biyolojik iĢlemlerin uygulanması giderek ivme 

kazanmaktadır. Biyolojik tekniklerle, tuzlu ortamlardaki fenolik bileĢiklerin 

uzaklaĢtırılması, teknolojiye yapılan harcamaların azaltılması ve zaman-verim açısından 

kazanç sağlanması amaçlanmaktadır. Tuzlu ortamlardaki fenol ya da fenolik bileĢiklerin 

biyodegradasyon stratejisinde mikroorganizmaların ve/veya enzimlerinin kullanılması, 

ekonomik ve etkili bir yaklaĢımdır. Mikrobiyal veya enzimatik degradasyon, çevre 

dostu ve düĢük maliyetli olması, düĢük su tüketimi ve çamur oluĢumuna sebep olması 

ve toksik metabolitleri tamamen mineralize edebilmesi gibi önemli avantajlara sahiptir. 

Mikrobiyal fenol degradasyonu söz konusu avantajları nedeniyle araĢtırmacıların 

ilgisini çekmiĢ ve son yıllarda farklı taksonomik gruplardan suĢların fenol degradasyon 

etkinliği araĢtırılmaya baĢlanmıĢtır.  
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 Tuzlu ortamlardaki fenol çalıĢmalarında karĢılaĢılan en büyük problem 

konvansiyonel mikroorganizmaların yüksek miktardaki tuzdan zarar görmesine bağlı 

olarak fenol yıkımını gerçekleĢtirilememesidir. Bu nedenle yüksek tuz 

konsantrasyonunda fenol degradasyonu için halofilik organizmaların büyük bir 

potansiyele sahip olduğu açıktır. Halofililik mikroorganizmalardan ılımlı halofilik 

özellikteki bakterilerle fenol biyodegradasyonu üzerine sınırlı sayıda çalıĢma 

bulunmasına rağmen arkelerle ilgili henüz bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Halofilik 

bakteri ve arkeler, düĢük su aktivitesine sahip enzimleri ve yüksek tuz 

konsantrasyonlarına karĢı uyum stratejileri nedeniyle biyoteknoloji alanında birçok 

araĢtırmacının ilgisini çeken organizmalar haline gelmiĢtir. Dolayısıyla halofilik arke ve 

bakterilerin, birçok biyoteknolojik çalıĢma ve çevre biyoteknolojisi kapsamında, 

organik maddelerin degradasyonuda kullanılması büyük avantaj sağlayacaktır. Özellikle 

endüstriyel atık suların yüksek oranda tuz içermesinden dolayı, fenol giderimi ve 

biyolojik yıkımı konusunda halofilik arkelerin kullanım potansiyellerinin yüksek olduğu 

düĢünülmektedir.  

Bu çalıĢma ile yüksek tuz konsantrasyonunda yaĢamaya adapte olmuĢ halofilik 

organizmaların fenol biyodegradasyon etkinliğinin belirlenerek biyoteknolojik 

uygulamalardaki potansiyellerinin değerlendirilmesi hedeflenmiĢtir. Tez kapsamında; 

 Türkiye‟nin çeĢitli tuzlu bölgelerinden ve tekstil atık suyundan izole edilmiĢ 121 adet 

halofilik arke ve halofilik/halotolerant bakteri izolatının fenol varlığında üreme ve 

fenolü tek karbon ve enerji kaynağı olarak kullanabilme yeteneklerinin taranması, 

 seçilen izolat/ların yüksek fenol konsantrasyonuna adaptasyonunun yapılması, 

 izolat/ların fenol varlığında büyüme kinetikleri ve fenole olan afinitelerinin 

belirlenmesi, 

 optimum fenol yıkımının sağlandığı ortam koĢullarının belirlenmesi, 

 fenol yıkım yolu, bu biyokimyasal yolda rol oynayan enzimin belirlenmesi, 

 enzimin optimum aktivite gösterdiği tuz konsantrasyonu, pH ve sıcaklık derecesinin 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

2.1. Halofilik Mikroorganizmalar 

 Tatlı sulardan Ölü Deniz gibi hipertuzlu göllere, tuzla kristalizasyon göllerine ve 

sodyum klorüre doymuĢ diğer yerler dahil çeĢitli tuz deriĢimine sahip doğal habitatlara 

kadar yaĢam mevcuttur. Yeryüzündeki tuzlu ve hipertuzlu habitatların farklı özelliklere 

sahip olması, bu koĢullarda yaĢamaya adapte olmuĢ mikrobiyal kommunitelerinde 

büyük bir çeĢitlilikte olmasına neden olmuĢtur (Oren, 2002). Hipertuzlu ortamların 

büyük bir kısmı deniz suyunun buharlaĢması sonucu oluĢmuĢtur ve yüz kompozisyonu 

deniz suyundakine benzemektedir ve pH nötralden hafif alkaliye kadar 

değiĢebilmektedir. Devam eden buharlaĢma sonucunda cips ve diğer minerallerin 

birikmesine bağlı olarak iyonik kompozisyon da değiĢmektedir. Bu ortamların rengi 

orada yaĢayan pigmentli organizmalardan dolayı kırmızıya dönmektedir.  Ġyonik 

kompozisyonu denizdekinden farklı olup deniz kaynaklı olmayan tuzlu ortamlarda da 

benzer organizmalar yaĢamaktadır (Oren, 2008). 

 Tuzla olan iliĢkilerine göre mikroorganizmalar 3 temel kategoriye ayrılmıĢtır; 

optimum olarak 2.5-5.2 M üreyenler, ekstrem halofil 1.5-4.0 M‟da üreyenler sınır 

ekstrem halofili), optimum olarak 0.5-2.5 M tuzda üreyenler ılımlı halofil ve üremek 

için tuz gerektirmeyen ancak 2.5 M „a kadar yüksek tuz konsantrasyonlarında da iyi 

üreyebilenler halotolerant mikroorganizmalar olarak gruplandırılmıĢtır (Kushner, 1978; 

Kamekura, 1998; Oren, 2008). Basit bir ifadeyle ise bir halofil, optimum üremesi 50 g/l 

yada daha fazla miktardaki tuz konsantrasyonlarında olan ve en azından 100 g/l tuzu 

tolere eden organizma olarak tanımlanmıĢtır (Oren, 2008) 

 Hipertuzlu ortamlarda halofilik arkeler ve bunlarla birlikte daha az oranda 

halofilik bakteriler, halofilik fungi ve protistalar bulunmaktadır (Pasic ve ark., 2005). 

16s rRNA dizilerine göre halofilik mikroorganizmalar Archaea, Bacteria ve Eukarya 

olmak üzere 3 domaine dağılmıĢtır. Archaea içerisinde en tuzcul olanlar 

Halobacteriales ordosunda bulunmaktadır ve Methanosarcinales ordosunda ise 

halofilik ya da yüksek halotolerant üyelere rastlanmıĢtır. Halofilik arkeler arke 

domaininin sadece Euryarchaeota filumunda tespit edilmiĢtir, henüz Crenarchaeota 

filumuna dahil olan halofilik üye bildirilmemiĢtir. Bakteri domaininde de halofili 

yaygındır ve halofilik üyeleri Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, 

Actinobacteria, Spirochaetes ve Bacteroidetes filumlarında yer almaktadır. Yüksek 



4 

 

tuzlu ortamlarda ökaryotik mikroorganizmalardan tek hücre yeĢil alg Dunaliella ve bazı 

kabuklular yaĢamaktadır. Funguslar arasında halofik kriterlerine uygun Ģekilde yüksek 

hatta doygunluğa yakın tuz konsantrasyonlarında üreyebilen üyeler mevcuttur; 

Trimmatostroma salinum ve Hortaea werneckii. Bu organizmalar tuzlu su ve diğer 

hipertuzlu ortamların doğal canlılarıdır. Pleurostomum flabellatum ve Halocafetaria 

seosinensis gibi flagelallı veya flagellasız protistler de doygunluğa yakın tuz 

konsantrasyonlarında yaĢamaktadır (Oren, 2008). 

 
2.1.1. Halofilik Arkeler     

 Halofilik arkeler, Archaea domaini Euryarchaeota filumu, Halobacteria 

sınıfına dahil Halobacteriales ordosunun tek familyası olan Halobacteriaceae altında 

toplanmıĢtır. Halobacteriacea ilk olarak 1974 yılında Gibbons tarafından, 

geliĢebilmeleri için minimum 2 M NaCl gerektiren obligat halofilik mikroorganizmaları 

içeren familya olarak tanımlanmıĢtır (Savage ve ark., 2007).        

 Halobacteriacea familyası içerisinde günümğze kadar 42 cins tanımlanmıĢtır; 

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 fakültatif anaerobik, içerdikleri 

karotenoid pigmentlerinden dolayı pembe-kırmızı renk tonlarında ve çok çeĢitli hücre 

Ģekillerinde bulunabilen (çubuk, kok, üçgen, kare, yamuk), katalaz ve oksidaz 

aktivitelerine sahip, Gram (-), kemoorganotrofik ve üremeleri için minimum 1.5 M 

NaCI‟e ihtiyaç duyan organizmalardır (Castillo ve ark., 2007). Üremeleri için 1.5 M 

NaCI gereksinimleri olmasına rağmen bazı familya üyeleri deniz suyu ve kükürtçe 

zengin kaynak suyu gibi düĢük tuzlu çevrelerden de izole edilebilmiĢlerdir (Rodriguez- 

Valera, 1979; Elshahed ve ark., 2004).    

http://www.bacterio.cict.fr/h/haladaptatus.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halalkalicoccus.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halarchaeum.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/haloarchaeobius.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/haloarcula.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halobacterium.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halobaculum.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halobellus.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halobiforma.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halococcus.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/haloferax.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halogeometricum.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halogranum.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halolamina.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halomarina.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halomethanococcus.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halomicrobium.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halonotius.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halopelagius.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halopenitus.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halopiger.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/haloplanus.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/haloquadratum.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halorhabdus.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halorientalis.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halorubrobacterium.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halorubrum.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halosarcina.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halosimplex.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halostagnicola.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/haloterrigena.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halovenus.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halovivax.html
http://www.bacterio.cict.fr/n/natrialba.html
http://www.bacterio.cict.fr/n/natrinema.html
http://www.bacterio.cict.fr/n/natronoarchaeum.html
http://www.bacterio.cict.fr/n/natronobacterium.html
http://www.bacterio.cict.fr/n/natronococcus.html
http://www.bacterio.cict.fr/n/natronolimnobius.html
http://www.bacterio.cict.fr/n/natronomonas.html
http://www.bacterio.cict.fr/n/natronorubrum.html
http://www.bacterio.cict.fr/s/salarchaeum.html
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Halobacteriaceae familyası üyeleri, tuz gölleri, sodalı göller, tuzlalar ve tuzlu 

topraklar gibi toplam tuz konsantrasyonu, iyonik kompozisyon ve pH bakımından 

çeĢitlilik gösteren yüksek tuzlu ortamlarda yoğun bir Ģekilde bulunmaktadırlar. 

Halofilik arkelerin doğadaki dağılımını belirleyen en önemli faktörler; toplam tuz 

konsantrasyonu, tuzların iyonik kompozisyonu ve mevcut besinlerdir. Halofilik 

arkelerin çoğu türleri, 2,5-3 M‟ın altındaki tuz konsantrasyonlarında 

geliĢememektedirler. 1-2 M tuzlu su içerisinde hücreler zarar görmekte ve türlerin çoğu 

ise lizize uğramaktadır. Bu nedenle, yeterli miktarda tuz konsantrasyonunun bulunması 

halofilik arkelerin geliĢebilmeleri için ön Ģarttır. Halofilik arkeler ayrıca yüksek pH 

değerlerine sahip tuzlu sularda da (Magadi gölü-Kenya ve Wadi Natürn gölü-Mısır) 

yoğun olarak bulunmaktadır. Doğal ortamların yanı sıra bu grup organizmalar yüksek 

tuz içeren tuzlanmıĢ et, deri, sos gibi yapay ortamlardan da izole edilmiĢlerdir (Oren, 

2001).   

Halofilik arkelerin büyük bir kısmı nötral pH derecelerinde üreme özelliğine 

sahipken, asidofilik karakterde halofilik arkeler henüz rapor edilmemiĢtir. pH değeri 6,0 

civarında olan Ölü Deniz halofilik arkelerin yoğun olarak geliĢebildikleri en asidik 

ortam olmasıyla dikkat çekmektedir (Oren ve Gurevich, 1993). Ancak, 

Halobacteriaceae familyasına ait olduğu tespit edilen MHI-52-I suĢunun pH değeri 4.4 

olan ortamlarda üreyebilme özelliğinin olduğu rapor edilmiĢtir (Minegishi ve ark., 

2008).    

Halofilik arkelerin çoğu genellikle 35°C ile 50°C aralığındaki yüksek 

sıcaklıkları tercih ederler (Shand ve Perez, 1999). Tüm ektrem halofilik arkelerde en 

yüksek optimum sıcaklık değerine sahip olan organizma Natronolimnobius aegyptiacus 

„dur. Bu organizma optimum olarak 55°C sıcaklığında üreyebilmektedir (Allen ve ark., 

2008). Bunun dıĢında, Haloferax elongans, Haloarcula quadrata, ve Haloferax 

mediterranei‟nin optimum üreme sıcaklığı 51-53°C arasında değiĢmektedir.  Fakat bu 

sıcaklıklardan çok daha soğuk ortamlara adapte olmuĢ türler de bulunmaktadır. 

Antartika‟daki Deep Lake, sıcaklığı 0°C‟nin altındaki sıcaklıklarla 11,5°C arasında 

değiĢen su sıcaklığına sahip bir göldür. Bu gölden Halorubrum lacusprofundi halofilik 

arke türü izole edilmiĢtir. Bu türün optimum üreme sıcaklığı 31°C ile 37°C arasında 

olmasına rağmen 4°C gibi düĢük sıcaklıklarda da yavaĢ geliĢebilmektedir (Franzmann 

ve ark., 1988). Halofilik arkeler ayrıca tuzlu topraklardan da izole edilmiĢtir. 
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Ġspanya‟nın Akdeniz kıyıları (Queseda ve ark., 1982), eski SSCB‟nin yüksek dağ ve 

düzlüklerindeki çorak alanlardan da izole edilmiĢtir (Kulicheuskaya ve ark., 1992; 

Zyvagintseva ve Tarasov 1988). Halobacteriaceae üyeleri ayrıca, bozulmadan 

saklanması için tuzlanmıĢ yiyecek, deri ve diğer ürünlerde de bulunabilmektedirler 

(Rodriguez-Valera, 1988).  

Halofilik arkelerde hücresel yapıları bakımından diğer mikroorganizmalarla 

karĢılaĢtırıldığında önemli farklılıklara sahiptirler ve bu farklılıklar filogenetik açıdan 

büyük önem taĢımaktadır. Bakterilerin aksine arkelerde peptidoglikan yapısında bir 

hücre duvarı bulunmamaktadır. Bakteri ve ökaryotların hücre zarında gliserole ester 

bağı ile bağlanan yağ asitleri bulunurken, arkelerin hücre zarında ise gliserole eter 

bağları ile bağlanmıĢ uzun hidrokarbon zincirleri bulunmaktadır (Kates, 1992).  

Halofilik bakterilerin gliserol eter lipidleri; gliserolün 2. ve 3. karbon atomlarına eter 

bağıyla fitanil alkil (ör; C20 izoprenoid türevi) zincirlerin bağlanması sonucu oluĢur. 

Difitanil gliserol dieterler (C20, C20) tüm halofilik bakterilerde majör yapıdır (Russell, 

1989). Halofilik bakterilerde C40, C40 dibifitanildigliserol tetraeter yapısı yoktur. Bu 

yapıda C40 alkil zincirlerini oluĢturmak üzere 2 dieter üzerinde yer alan fitanil zincir 

çiftleri birleĢmektedir. Tetraeterler termofilik Arkelerde baskın lipidlerdir ve 

metanogenik Arkelerde de bulunmaktadır. Halofilik bakterilerde tetraeterlerin yokluğu 

yüksek tuzlulukta halobakteriyal membran yapısını akıĢkan tutma ihtiyacından 

kaynaklanmıĢ olacağı düĢünülmektedir. Çünkü tetraeter yapısı çift tabakayı birbirine 

kitleyerek bir monolayer tabakası oluĢturmakta ve böylece daha sağlam bir yapı 

oluĢturmaktadır. Ancak bu konuda daha fazla araĢtırma yapılması gerekmektedir. 

(Russel, 1989). Gliserol eter yapısı bir baĢ grubu ile bağlantılıdır. Bu baĢ grubu 

fosfotidilgliserol, fosfotidilgliserolfosfat, fosfotidilgliserolsülfat olabilmektedir. Böylece 

difitanilgliserol dieterin analogları üretilebilmektedir (Russell, 1989). BaĢ grubundaki 

gliserol kısmı iki ya da üç Ģekerle glikolipidleri oluĢturmak için glikozillenebilir 

buradaki son Ģeker sülfatlanabilir (Russell, 1989). Halofilik arkelerde, membran 

yapısında Finatil, sesterpanil ve izopirenoid içeren Dialkil gliserol dieterler (DGD) 

bulunmaktadır. 10% ile 30% NaCI(w/v) arasındaki tuz konsatrasyonlarında büyüyebilen 

Halorhabdus utahensis, Natronomonas pharaonis, Haloferax sulfurifontis ve 

Halobaculum gomorrense ile yapılan çalıĢmalar değiĢik tuz konsatrasyonlarına 

adaptasyon ile membranda bulunan lipitlerdeki dialkil gliserol dieterler (DGDs) ve 
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bunların doymuĢ, doymamıĢ veya aĢırı doymuĢ olmaları arasında bir korelasyonun 

olduğunu göstermiĢtir. Doygun olmayan DGD‟ler yüksek tuzlu çevrelerde osmotik 

strese karĢı oluĢturulan fizyolojik bir yanıttır (Dawson ve ark., 2012).   

Halofilik arkelerin çok büyük bir bölümü hücre zarlarında çok yüksek miktarda 

α-bakterioruberin‟in C50 düz zincir türevli karotenoid pigmentlerinden ve daha az 

miktarda içerdikleri C40 tipi karotenoidlerden (likopen ve β-karoten) dolayı parlak 

kırmızıdan turuncuya kadar değiĢen renk tonlarında görülürler. Karotenoid pigmentleri 

sayesinde hücreyi iyonize radyasyona karĢı korumaktadırlar ve fotoreaktivasyona 

yardım etmektedirler (Wu ve ark., 1983). Ayrıca halofilik arkelerde retinal pigment 

içeren 4 farklı protein tanımlanmıĢtır; bakteriyorodopsin (ıĢıkla çalıĢan dıĢ proton 

pompası), halorodopsin (ıĢıkla çalıĢan iç Cl
-
- pompası) ve 2 adet alıcı rodopsin (ıĢığa 

duyarlı fototaksis olayına katılırlar). Mor pigmentli bakteriyodopsin, Halobacterium 

salinarum ve Halorubrum sodomonse‟de bulunmuĢtur (Oesterhelt, 1998; Oren, 2001). 

H.salinarium‟daki bakteriyorodopsin retinal içeren sadece bir polipeptid zincirinden 

meydana gelmiĢ bir integral zar proteinidir. Bu protein hücre dıĢına protonların ıĢık ile 

transferini sağlayarak transmembran elektrokimyasal gradiyenti ile ATP 

sentezlenmesini sağlar (Yatsunami ve ark., 2000).  

Halofilik arkelerin büyük bir bölümü, çözünür oksijen miktarı düĢük olan tuzlu 

sularda oksijen ve ıĢık alınımını arttıran ve yüzmeye olanak sağlayan gaz vezikülleri 

içermektedirler.  Ayrıca bu gaz veziküllerinin UV ıĢınlarına karĢı da koruyucu kalkan 

görevi gördüğü belirtilmiĢtir (DasSarma, 1993; Beard ve ark., 1997).   

Halofilik mikroorganizmalar yüksek tuzda yaĢamaları nedeniyle ortamda 

düĢük su aktivitesi bulunmaktadır. Biyolojik membranlar suya geçirimli olduğu için 

hücre içi katı madde konsantrasyonu ortamdaki tuz konsantrasyonuna ozmotik olarak en 

az eĢit olacak Ģekilde ayarlanmaktadır. Aksi takdirde hücre su kaybedecektir. Bunun 

dıĢında hücrenin geniĢlemesine ve büyümesine izin vermek için minimal turgor 

basıncının en az düzeyde var olması gerekmektedir. Mikrobiyal yaĢam gerekli ozmotik 

ayarlamayı sağlamak için iki farklı strateji geliĢtirmiĢtir. Biyouyumlu moleküller 

biriktirmek ve hücre sitoplazmasında yüksek konsantrasyonlarda K
+
 ve CI

-
 iyonu 

biriktirmektir. Halofilik arkeler doygun tuz konsantrasyonlarında (5,2 M NaCI) 

yaĢayabilmek için “salt-in” stratejisi ile ozmotik dengeyi sağlamak zorundadırlar. Bu 

amaçla yüksek osmotik basınca karĢı koyabilmek için sitoplazmalarında baĢta K
+
 ve CI

- 
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olmak üzere yüksek oranlarda iyonlar biriktirmektedirler.  YaklaĢık 5 M olan hücre içi 

tuz konsantrasyonunun, büyük kısmını KCI ve daha az olmak üzere NaCI 

oluĢturmaktadır (Kushner, 1985; Hough ve Danson, 1989). Halofilik arkeler, iç 

ortamlarında ozmolit çözünür madde olarak, dıĢ ortamdakinin 100 katı oranında KCI 

biriktirdikleri için, hücresel bileĢenleri de bu tuz konsantrasyonuna adapte olmuĢtur. 

Proteinlerin stabilitesi ve fonksiyonlarını yerine getirebilmesi için bu tuz oranı 

gereklidir. Halofilik arkeler protein yapısında diğer canlılara göre negatif yüklü amino 

asit sıklığını arttırmıĢ ve ortamın “salting out” etkisini dengelemek için polar olmayan 

amino asit miktarını azaltarak adapte olmuĢlardır (Danson ve Hough, 1997; Sellek ve 

Chaudhuri, 1999; Hough ve Danson, 1999; Kunte ve ark., 2001). 

Halofilik arkeler hücre çeperlerindeki asidik polisakkaritleri sayesinde dıĢ 

ortamın yüksek tuz konsantrasyonu olan 5M NaCI‟de yaĢayabilmekte ve tuza 

gereksinim duymaktadır. Çeperde asidik polisakkaritlerin bulunması asidik olan ve eksi 

yüklü olan bu yapının pozitif bir yükle nötrleĢtirilmesi gerektirmektedir. Bu 

nötürleĢtirme olayı dıĢarıdaki habitatın tuz içeriği sayesinde gerçekleĢmektedir. 

Optimum olarak yüksek tuzda yaĢadıkları için ortamda tuzların yokluğunda hücreler 

ölmektedir. Çünkü çeperde bulunan asidik polisakkaritler nötürleĢemediği zaman 

kimyasal bir olay olan iki negatif yükün birbirini itmesinden dolayı çeperde porlar 

oluĢmakta ve hücre çeperi lizis olmaktadır. Bu nedenle yüksek tuz ekstrem halofilik 

Arke‟ler için hayati önem taĢımaktadır (Grand ve ark., 2001).  

Halofilik arkeler aerobik ve heterotrofik karakterdedirler. Karbon 

kaynaklarının aerobik yıkımı, glioksilat döngüsü ve sitokrom zinciri içeren elektron 

transport sistemi ile trikarboksilikasit döngüsü temelinde gerçekleĢmektedir. Yüksek tuz 

konsantrasyonuna sahip ortamlarda oksijen çözünürlügünün az olmasından dolayı 

halofilik arkelerin çoğu fumarat, trimetilamin N-oksit (TMAO), dimetilsülfoksit 

(DMSO), arjinin varlığında veya ıĢık varlığında bakteriyorodopsin aracılığıyla 

anaerobik olarak üreme yeteneğine sahiptirler (Hartmann ve ark., 1980; Mancinelli ve 

Hochstein, 1986; Oren ve Trüper, 1990; Oren ve Litchfield, 1999).  

Halobacteriales ordosunda bulunan Halofilik arkeler önemli biyoteknolojik 

potansiyel ve uygulamalara sahiptirler. Halofilik arkelerin eter lipitleri esterazlara karĢı 

dirençli oldukları için lipozom yapımında kullanılması ile ilgili çalıĢmalar 

sürdürülmektedir. Yüksek tuz konsantrasyonlarında aktivite gösteren ekzoenzimleri,  
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yüksek tuz içeriğine sahip ortamlardaki makromoleküllerin yıkımı ile ilgili 

biyoteknolojik proseslerde kullanılabilirler (Chaga ve ark., 1993; Margesin ve 

Scihinner, 2001). Halobacterium salinarum‟dan elde edilen ıĢığa bağımlı proton 

pompası bakteriyorodopsin önemli biyoteknolojik potansiyele sahip olup bilgi 

depolamada kullanılabileceği ileri sürülmüĢtür (Oesterhelt ve ark., 1991). 

Bakteriyorodopsin‟in protein tabanlı güçlü bilgisayarlarda iĢlemci ve hafıza olarak 

kullanılabileceği ileri sürülmüĢtür (Birge, 1995). Ayrıca bakteriyorodopsinin, güneĢ 

ıĢığından elektrik üretimi, kimyasal ve biyosensörlerde kullanılması gibi alanlarda da 

biyoteknolojik potansiyele sahip olduğu belirtilmiĢtir (Margesin ve Scihinner, 2001). 

Bazı halofilik arke türleri hücrelerinde biyoplastik yapımında kullanılan poli-β- 

hidroksialkonat (PHA) biriktirmektedirler (Rodriguez-Valera ve ark., 1991; Hezayen ve 

ark.,  2002). 

 
2.2. Tuzlu Ortamlarda Organik Maddelerin Biyodegradasyonu 

Biyolojik parçalanma, kompleks kimyasal bileĢiklerin biyolojik olarak 

katalizlenerek azaltılması ve daha az zararsız ürünlere dönüĢtürülmesi olarak 

tanımlanabilir (Alexander, 1994). Organik kirleticilerin çoğu aerobik Ģartlar altında hızlı 

bir Ģekilde mikroorganizmalar tarafından parçalanabilmektedir (Riser-Roberts, 1998).  

Organik bileĢiklerce kontamine olan çevreler genellikle aĢırı tuzlu, asidik, bazik, 

yüksek veya düĢük sıcaklık özellikleri ile karakterize edilmektedir. Yüksek tuz içeriğine 

sahip olan ortamlar oldukça önemli ekolojik değerlere sahiptir. Bu ortamlar insan 

ve/veya çevresel kaynaklı bazı nedenlerden dolayı organik kirleticilere maruz 

kalmaktadır.   

Avrupa birliğinde yılda 30 milyon tonu aĢan kullanımı dikkate alındığında 

NaCI‟ün ekonomik öneminin çok büyük olduğu anlaĢılmaktadır. Tuzun kullanıldığı 

baĢlıca sektörler; kimya endüstri (özellikle kloralkali sektörü), yol buzunun çözülmesi 

ve tarım-gıda endüstrileridir. Bu alanlara oranla daha az kullanılan alanlar ise tekstil ve 

deri, petrol ve sert su yumuĢatma sektörleridir. Tüm bu alanlarda hem tuz (NaCI) hem 

de organik madde yönünden zengin tuzlu atık sular üretilmektedir.  Bu atık su 

arıtılmadan önce alıcı ortama verildiği zaman, toprak, yüzey ve yeraltı sularının 

kirlenmesi Ģeklinde ciddi zararlara neden olabilmektedir (Lefebvre ve Moletta, 2006). 

Tuzlu atık suların tipik atık su uygulamalarında kullanılan konvansiyonel 



10 

 

organizmalarla arıtımı zordur. Dilusyon yapmadan organik maddeleri biyolojik arıtımla 

gidermek için yüksek tuz deriĢimlerinde yaĢamaya adapte olmuĢ organizmaların 

kullanılması gerekmektedir. Büyük bir kısmı arke domaininine ait ekstrem halofilik 

organizma enzimlerinin yüksek iyonik Ģiddette aktivite gösterecek Ģekilde adapte 

olmaları, yüksek tuz içeren endüstriyel atık suların biyolojik arıtımında bu 

organizmaların kullanım potansiyellerini arttırmaktadır (Hough ve Danson, 1999). 

Tuzlu çevrelerde halofilik mikroorganizmalarca organik kirleticilerin 

biyodegradasyonu ile ilgili fazla bilgi bulunmamakla birlikte endüstriyel atıkların % 

5‟nin tuzlu ve aĢırı tuzlu olduğu tahmin edilmektedir (Borgne ve ark., 2008). Tuzlu ve 

aĢırı tuzlu çevreler endüstriyel aktiviteler neticesinde organik bileĢiklerle kontamine 

edilmektedir (Oren ve ark., 1992). Organik bileĢikler ve tuzca zengin atık sulardaki 

kontaminant gideriminin geleneksel organizmalarca gerçekleĢtirilmesi oldukça güçtür. 

Bu nedenle, son zamanlarda halofilik ve/veya halotolerant mikroorganizmalarla 

biyodegradasyon proseslerinin uygulanması cazip hale gelmektedir.  Artan tuz oranıyla 

birlikte organik bileĢiklerin (hidrokarbonların) biyodegradasyonunun negatif yönde 

etkilediği bildirilmiĢtir (Ward ve Brock, 1978 ). Mikrobiyal hidrokarbonoklastik aktivite 

üzerinde tuzluluğun etkisinin mikroorganizmaların habitatlarında maruz kaldıkları tuz 

deriĢimine bağlı olarak değiĢtiği bildirilmiĢtir. Çok düĢük tuz konsantrasyonlarının 

hidrokarbonoklastik aktiviteyi azalttığı ve optimum biyodegradasyonun ılımlı tuzluluk 

oranlarında gerçekleĢebileceği vurgulanmıĢtır (Abed ve ark., 2006; Dìaz ve ark.,2002). 

Ancak tuzlu su sedimentlerinden izole edilen halofilik arke Haloarcula vallismortis ile 

eicosan gibi hidrokarbonların yüksek tuz konsantrasyonlarında daha iyi 

parçalanabildiğini gösterilmiĢtir (Bertrand ve ark., 1990). Son zamanlarda özellikle 

hidrokarbon parçalayabilme yeteneğinde olan halofilik arkelere olan ilgi tuzlu 

atıksulardaki petrol kirliliğine bağlı olarak artmıĢtır (Tapilatu ve ark., 2010). Ġlk bilinen 

hidrokarbon parçalayıcı arke, Bertrand ve ark. (1990) tarafından Aigues-Mortes tuzlu 

bataklığından izole edilmiĢ ve Halobacterium olarak tanımlanmıĢtır. Ayrıca, Haloferax 

mediterranei M-11 suĢunun tek karbon kaynağı olarak petrolü kullanabildiği 

gösterilmiĢtir (Zvyagintseva ve ark., 1995). Tapilatu ve ark. (2010) Haloarcula ve 

Haloferax cinslerine ait arkelerin hidrokarbonları parçalayabildiğini göstermiĢtir. 

ErdoğmuĢ ve ark. (2013)‟nın 16S rRNA sekans analizlerine göre tanımladığı 

Halobacterium piscisalsi, Halorubrum ezzemoulense, Halobacterium salinarium, 
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Haloarcula hispanica, Haloferax sp., Halorubrum sp. ve Haloarcula sp. suĢlarının tek 

karbon ve enerji kaynağı olarak p-hidroksibenzoik asit, naftalin, fenantren ve pireni 

kullanabildiği bildirilmiĢtir. Tuzlu petrol kaynakları ile kontamine olmuĢ topraklardan 

izole edilen Haloferax sp. S1227 ve Haloarcula sp. D1 suĢları ile yapılan diğer 

çalıĢmalarda, mikroorganizmaların benzoat, sinnamat, 3-fenilpropionat ve 4-

hidroksibenzoik asit gibi organik bileĢikleri parçalayabildikleri gösterilmiĢtir (Fu ve 

Oriel, 1999; Gescher ve ark., 2002).  

Arkeler dıĢında diğer bakteri ve fungusların dahil olduğu ılımlı 

halofilik/halotolerant organizmaların da petrol hidrokarbonları, aromatik bileĢikler, 

fenol ve fenolik bileĢikler, halojenli bileĢikler ve organik solventler, BTEX (benzen, 

toluen, etilbenzen, ksilen), organofosforlu bileĢikler ve  tekstil boyalarını 

parçalayabildiği bildirilmiĢtir (Oie ve ark., 2007; Peyton ve ark., 2002; Borgne ve ark., 

2008; Garcia ve ark., 2004; Bastos ve ark., 2000). 

 Ortamdaki hidrokarbonların mikroorganizmalarca yıkıma uğratılabilmesi için 

öncelikle bu bileĢiklerin çözünebilir forma getirilmesi gerekmektedir. Bazı halofilik 

organizmaların hidrokarbonların çözünmesini sağlayan bazı maddeler üretebildikleri 

gözlenmiĢtir (Dìaz ve ark., 2002). Tuzlu ortamlardaki hidrokarbonların 

biyodegradasyonu ortamdaki tuz konsantrasyonu ve ilgili hidrokarbonun 

çözünürlüğünün yanı sıra, önemli ölçüde oksijen miktarından da etkilenmektedir. 

Aerobik hidrokarbon biyodegradasyonunda oksijen önemli rol oynamaktadır. Tuz 

deriĢiminin artması ve çözünmüĢ oksijen miktarının azalmasına bağlı olarak 

degradasyon oranını azalmaktadır (Martins ve Peixoto, 2012). 

 
2.2.1 Aerobik Biyodegradasyon 

Aerobik mikrobiyal geliĢim ve solunum oranı çözünmüĢ oksijen miktarına 

bağlıdır. Aerobik biyodegradasyon için kritik oksijen konsantrasyonunun 0.01-0.038 

mg/l arasında değiĢtiği bildirilmiĢtir. Yüksek oksijen düzeylerinin aerobik hidrokarbon 

biyodegradasyonu için gerekli olduğu ve bu gereksinimin glukoz gibi daha küçük 

molekülle ağırlığına sahip ve aromatik olmayan bileĢiklerin yıkımı için gereken 

oksijenden daha fazla olduğu gösterilmiĢtir.  Aromatik halkanın yıkımı süresince ko-

substrat olarak oksijenin gerekli olduğu belirtilmiĢtir (Wilson ve Bouwer, 1997). 
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Mikroorganizmalar geliĢimlerini sürdürebilmek için karbon ve enerji kaynağı 

olarak organik kirleticileri kullanabilmektedir. Aerobik biyodegradasyonun temel 

enzimatik reaksiyonları oksigenazlar ve peroksidazlar tarafından katalizlenen 

oksidasyon reaksiyonlarıdır. Oksigenazlar, substrat içerisine oksijeninin katılımını 

gerçekleĢtiren oksidoredüktazlardır. Aerobik degradasyon gerçekleĢtiren organizmalar 

metabolik yolda baĢlangıçtaki substrata atak esnasında ve solunum zincirinin son 

aĢamasında olmak üzere 2 aĢamada oksijene ihtiyaç duyarlar. Oksigenaz prosesleri, 

yıkımı zor olan organik kirleticilerin ko-metabolik degradasyonunu artırılmasında 

önemli bir role sahiptir. Organik kirleticilerin aerobik mikroorganizmalar tarafından 

parçalanmasının temel prensipleri ġekil 2.1‟de gösterilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 2.1. Aerobik mikroorganizmaların tarafından hidrokarbonların parçalanması 

(Fritsche ve Hofrichter, 2008).  
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Organik kirleticilerin, aerobik mikroorganizmalar tarafından parçalanmasındaki 

temel prensipler (Fritsche ve Hofrichter, 2008);  

 Mikroorganizmalar ve organik kirleticiler arasındaki metabolik proseslerin 

gerçekleĢebilmesi için kimyasalların organizmalar tarafından eriĢilebilir olması 

gerekmektedir. 

 Biyolojik parçalanmada hücre içinde gerçekleĢtirilen ilk aĢama oksidasyondur. Bu 

aĢama oksigenaz ve peroksidaz enzimleri tarafından gerçekleĢtirilir. 

 Organik kirletici hücre içerisinde metabolik yollar üzerinden kademeli olarak 

parçalanır ve merkezi parçalanma mekanizmasına girecek forma dönüĢtürülür. 

 Mikrobiyal kütlenin oluĢması metabolitlerin biyosentezi ile sağlanır. ÇeĢitli 

biyosentezleme ve üreme için gerekli olan Ģeker glikoneogenez ile sağlanır. 

Yapay organik aromatik bileĢiklerin (ksenobiyotik) mikroorganizmalar 

tarafından parçalanabilmesi için öncelikle doğada bulunan doğal bileĢiklere 

dönüĢtürülmesi gereklidir. Bu amaçla ksenobiyotik bileĢikler öncelikle kateĢol ve 

protokateĢol‟e dönüĢtürülür (ġekil 2.2). 

 

 
 

ġekil 2.2. KateĢol ve protokateĢole dönüĢtürülen doğal ve yapay aromatik bileĢikler  

(Fritsche ve Hofrichter, 2008).  
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Mikroorganizmaların oksijenazlar aracılığıyla hidrokarbonları oksitleyebilmeleri 

için aerobik Ģartlar gereklidir. Ortamdaki tuz konsantrasyonunun hem osmotik basıncı 

arttırması hem de oksijen çözünürlüğünü azaltması nedeniyle aerobik degradasyonu 

olumsuz yönde etkilenmektedir. Ulrich ve ark. (2009), artan NaCI konsantrasyonuna 

bağlı olarak alifatik ve aromatik substratların mineralizasyonunun azaldığını 

bildirmiĢtir.  

 
2.2.2. Fenol ve Biyodegradasyonu 

Fenol, mevcut organik bileĢikler içerisinde en yaygın kullanılan maddedir ve bir 

çok sentetik organik bileĢiğin temel yapısal birimini oluĢturmaktadır. Doğada fenol, ölü 

çürüyen organik madde ve kömürde bulunur. Alman kimyacı Runge 1834 yılında 

kömür katranından fenolü izole etmiĢ ve karbolsaure (kömür-petrol asidi ya da karbolik 

asit) olarak isimlendirmiĢtir ve 1841 yılına kadar fenolün kimyasal yapısının 

bilinmediği tahmin edilmektedir. Fenol (hidroksi benzen) (ġekil 2.3) hem sentetik hem 

de doğal olarak üretilen aromatik bileĢiktir. Ġlk olarak demiryolu traverslerinin ve gemi 

kalaslarının bozulmasını önlemek ve lağım arıtımı esnasında kokuyu önlemek amacıyla 

kullanılmıĢtır. Oda ısısında yarı-Ģeffaf, renksiz, kristal yapıda, su ile karıĢtırıldığında 

beyaz toz ya da kıvamlı bir sıvı görünümündedir. Kristalleri higroskopiktir ve havayla 

temas edince kırmızı-pembe renge dönüĢür. Suda daha az olmak üzere alkol, gliseril ve 

petrolde çözünür. Fenol ve türevleri büyük ölçüde yükseltgenebilir olduklarından sudaki 

çözünmüĢ oksijeni alarak suyun oksijenini azaltırlar (Basha ve ark., 2010) 

 

ġekil 2.3. Fenolün (Hidroksi benzen) kimyasal yapısı 

Fenol ve türevleri, reçine, farmasötik, boya, pestisit plastik, patlayıcı, herbisit 

üretimi, kömür endüstrisi ve rafinerilerde yaygın olarak kullanılmakta ve sulara 

karıĢmaktadır. Çevreye doğal yollardan da fenol giriĢi olmaktadır; lignin, tanen gibi 

aromatik halka içeren polimerlerin biyodegradasyonu ve aromatik amino asit 

öncüllerinden kaynaklanan metabolitler. Ayrıca ahĢap koruyucu ve fungisit sentezinde 

yaygın olarak kullanılan ksenobiyotiklerin biyodegradasyonu sonucu açığa çıkan 
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metabolitler Ģeklinde de doğal ortama verilmektedir (ATSDR,1998; Abd-El-Halem ve 

ark., 2002). 

Fenoller, düĢük konsantrasyonlarda bile insan dahil tüm organizmalara zararlı 

oldukları için öncelikli ve tehlikeli kirleticiler sınıfında yer almaktadır (Banat ve ark., 

2000). Fenol genel bir bakterisidal etkiye sahiptir, örneğin E. coli‟de fenol uygulaması 

sonrası, ATP ve potasyum iyonlarının membrandan geçtiği gösterilmiĢtir (Van Schie ve 

Young, 2000). Ġçme ve sulama sularında fenol bulunması, insanlar ve hayvanlar 

açısından ciddi bir sağlık tehlikesi oluĢturmaktadır. Fenollerin insanlar üzerinde, 

solunum yollarında tahriĢ, baĢ ağrısı ve gözlerde yanma gibi kısa dönemli etkileri (akut) 

ve düĢük düzeyde fenole maruz kalmıĢ insanlarda halsizlik, kas ağrısı, sinirlilik, kilo 

kaybı ve yorgunluk Ģeklinde uzun dönemli (kronik) etkileri olduğu tespit edilmiĢtir. 

Yüksek düzeyde maruz kalmıĢ insanlarda ise, akciğer kanserinde artıĢa, kalp 

hastalıklarına ve bağıĢıklık sisteminin olumsuz etkilenmesine neden olduğu 

belirtilmiĢtir (IRIS, 2002).  

Genellikle petrol rafineleri ve kömür iĢletme tesisleri gibi endüstrilerden çevreye 

bırakılan fenol ve bileĢiklerinin ekolojik dengeyi bozarak, akuatik yaĢamı olumsuz 

yönde etkilediği belirlenmiĢtir. 5-25 mg/L gibi düĢük konsantrasyonlarda dahi balıklar 

üzerinde öldürücü etkileri bulunduğu tespit edilmiĢtir (Saha ve ark., 1999). Ayrıca fenol 

içeren suların klorlanması sonucu oluĢan poliklorlu fenol bileĢiklerinin, canlılar 

üzerinde doğrudan toksik etki yaptığı belirlenmiĢtir (Nakhia and Al-Harazin, 1993; 

Yeom ve ark., 1997; Saha ve ark.,1999). 

Çok düĢük deriĢimlerde dahi organizmalara zarar veren fenoller, atık sulardaki 

öncelikli kirleticiler olarak kabul edilmektedir. Çevre koruma örgütü (EPA) atık 

sulardaki fenol miktarının 1 ppm den daha düĢük olması için düzenlemeler yapmaktadır 

(Al-Asheh ve ark., 2003). Biyosfer için oldukça toksik olan fenolün giderimi önemli 

olup, bu amaçla kimyasal, fiziksel ve biyolojik teknikler kullanılabilmektedir. Solvent 

ekstraktsiyonu, adsorpsiyon, oksidasyon, katyonik maddeler ile koagülasyon iĢlemi, 

ozonlama, iyon değiĢimi ve membran filtrasyonu gibi biyolojik olmayan yöntemlerle 

fenol giderimi gerçekleĢtirilmektedir. Ancak bu tekniklerin maliyeti yüksek olmakta ve 

zararlı yan ürünler açığa çıkmakta ve tek baĢına bu yöntemlerin kullanılması pek etkili 

de olmamaktadır. Biyolojik yıkım yöntemleri ise daha düĢük bütçe gerektirdiği ve 

kullanılan mikroorganizmaların bir dizi katabolik reaksiyonlarla mineralizasyonu tam 
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gerçekleĢtirdiği için 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 içeren çok değiĢik 

mikroorganizmaların aktiviteleri sonucunda gerçekleĢmektedir. ÇeĢitli bakteri suĢları 

(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), bazı 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) fenolü karbon ve 

enerji kaynağı olarak kullanabilmektedir.  Saf ve karıĢık kültürler kullanılarak fenolün 

biyodegradasyonu ile ilgili çok sayıda çalıĢma yapılmıĢtır (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 çalıĢmaların çoğunda kullanılan 

mikroorganizmaların (Pseudomonas Bacillus sp, Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, 

Fusarium sp, Phanerocheate chrysosporium, Corious versicolor) yüksek tuz 

konsantrasyonunda üremeleri inhibe olmaktadır (Prieto ve ark., 2002). Tuzlu ortamlarda 

fenol ve fenolik bileĢiklerin biyoremediasyonunun sıradan mikroorganizmalar ile 

gerçekleĢtirilmesi mümkün değildir. Ekstremofillerden halofilik organizmaların 

enzimleri yüksek iyonik Ģiddette aktive gösterecek Ģekilde adapte olduğu için özellikle 

yüksek oranda tuz içeren endüstriyel atık sulardaki fenolün biyolojik yıkımını 

sağlayarak giderimi konusunda halofilik/halotolerant bakteri ve/veya halofilik arkelerin 

kullanım daha etkili bir seçenek olarak görülmektedir. Endüstriyel prosesler sonucunda 

açığa çıkan fenolik bileĢiklerin arıtımında karĢılaĢılan en büyük problem, degradasyon 

etkinliğini azaltan yüksek miktardaki tuzdan dolayı, son zamanlarda fenol degradasyonu 

ile yapılan çalıĢmalarda halofilik organizmalar üzerinde yoğunlaĢmıĢtır. Halofililik ve 

halotolerant bakterilerle fenol biyodegradasyonu üzerine az sayıda çalıĢma bulunmakla 

birlikte, endüstriyel potansiyele sahip ekstremozimler içeren halofilik arkelerin fenol 

degredasyonu ve detoksifikasyonu ile ilgili çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. 
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Woolard ve Irving (1995), büyük tuz gölünden izole ettikleri halofilik bakteriyal 

biyofilmi ile, Hinteregger ve Schreiber (1997) ise aynı bölgeden izole etikleri ve fenol 

parçalayabilen ve optimum %3-5 arasındaki tuz konsantrasyonunda üreyen Halomonas 

suĢu ile fenol degradasyon kapasitesi ile ilgili çalıĢmalar yapmıĢtır. Alva ve Peyton 

(2003)‟un yaptğı diğer bir çalıĢma ile haloalkalifilik bir bakteri olan Halomonas 

campisalis‟in fenol ve kateĢol biyodegradasyonu yapabildiği bildirilmiĢtir. Coprinus 

cinereus, coprinus micaceus, Phanerochaete chrysosporium, Graphium sp. FIB4, 

Candida tropicalis, Rhodotorula glutinis, Aspergillus fumigatus, Trichosporon 

cutaneum gibi fungusların fenolü ve fenolik bileĢikleri kullanabildiği ve bu 

organizmalar arasından sadece Candida tropicalis‟in osmotik stres altında fenolü 

parçalayabildiği bildirilmiĢtir (Bastos ve ark., 2000; Singh, 2006).   

 Yüksek fenol konsantrasyonu birçok mikroorganizma için toksik özelliğe sahip 

olduğundan dolayı substrat inhibisyonunun üstesinden gelebilmek için adaptasyon, 

hücre immobilizasyonu ve yeast ekstrakt ya da glukoz gibi diğer karbon kaynağı ilavesi 

uygulamaları yapılmaktadır (Lop ve Tar, 2000; Masque ve ark., 1987; Loh ve Wang, 

1998; Viggiani ve ark., 2006). Mikroorganizma hücrelerinin yüksek fenol 

konsantrasyonlarına adaptasyonunun, substrat inhibisyonu problemi çözümünde en 

etkili yöntem olduğu bildirilmiĢtir (Lob ve Tar, 2000).  Yüksek fenol 

konsantrasyonlarına adaptasyonla, fenol yıkımına karıĢan belirli intraselüler enzimlerin 

ifade edilerek  mikroorganizmaların yüksek fenol ortamına uyumu sağlanmaktadır 

(Kumar ve ark., 2004). Ayrıca adaptasyonla fenol parçalama etkinliği olmayan ya da 

düĢük olan mikroorganizmalar etkin hale getirilebilmektedir. Arai ve ark. (1998) tek 

karbon ve enerji kaynağı olarak fenolün bulunduğu bir ortamda geliĢebilme yeteneği 

bulunmayan Comamomas tesroteroni TA441‟nın 2-3 hafta fenol içeren ortamda inkübe 

edildikten sonra fenolden yararlanabilme yeteneğinin kazandırılabildiğini ve fenol 

hidroksilaz ve kateĢol 2,3-dioksigenaz enzimlerinin fenole adapte hücrelerde 

indüklenebildiğini göstermiĢtir. Diğer bir çalıĢmada, Pseudomonas fluorescence 

KNU417 suĢunda ön-adaptasyon ile fenol yıkım oranının önemli ölçüde 

hızlandırılabildiği ve adaptasyonla sağlanan bu etkinin kateĢol 1,2-dioksigenaz 

indüksiyonuna bağlı olduğu bildirilmiĢtir (Kwon ve Yeom, 2009).   

Mikrobiyal adaptasyondaki yeni yaklaĢımlardan birisi çapraz adaptasyondur. 

Aromatik bileĢiklerden benzen, toluen gibi organik bileĢiklere adapte edilen kültürlerin 
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fenole adapte edilen kültürlere kıyasla fenolü daha etkili bir Ģekilde parçalayabildikleri 

gösterilmiĢtir (Yoem ve ark., 1997). 

             Fenol, bakteriler tarafından aerobik Ģartlar altında karbondioksite, anearobik 

Ģartlar altında ise karbondioksit ve metana dönüĢtürülür (Fedorak ve Hrudey, 1986; 

Fedorak ve ark., 1986; Dobbins ve ark., 1987; Aquino ve ark., 1988). Ara ürün olarak 

benzoat, kateĢol, cis-cis mukonat, β- ketoadipat, suksinat ve asetat açığa çıkmaktadır 

(Fedorak ve ark., 1986; Knoll ve Winter, 1987). Aerobik koĢullar altında kararlı yapıda 

olan fenol, oksijen ilavesiyle karasız bir yapıya sahip olan kateĢole dönüĢtürülür 

(Harwood ve Parales 1996; Basha ve ark., 2010). Fenol degradasyonunun ilk 

reaksiyonunda aromatik halka içine bir oksijen atomunun dahil ederek merkezi ara ürün 

olan kateĢolün açığa çıkmasını sağlayan enzim fenol hidroksilaz (PH) (E.C.1.14.13.7). 

Sonraki aĢamada kateĢol halka yapısı orto veya meta oksidasyonu ile açılır. Aromatik 

halkanın açılması ile ilgili olan ana enzimler aromatik degradasyonu gerçekleĢtiren 

değiĢik bakteriler arasında korunmuĢ bölgelere sahiptir. Bu aĢamada rol oynayan 

enzimler intradiol ve ekstradiol olmak üzere iki grup altında toplanmıĢtır. Ġntradiol 

enzimler iki hidroksik grubu (orto-yıkım) arasındaki halkanın yıkımını 

gerçekleĢtirirken, ektradiol enzimler ise (meta-yıkım) bir hidroksil grubu ve onun 

hidroksillenmemiĢ karbonu arasındaki halkanını yıkımını gerçekleĢtirirler (Bonfá ve 

ark., 2013). KateĢol orto-yıkım ile cic,cis-mukonik aside dönüĢtürülür. Bu metabolik 

yol aynı zamanda β-ketoadipate yolu olarak da bilinmektedir. Bu yolu katalizleyen 

enzim kateĢol 1,2-dioksigenazdır (EC 1.13.11.1). KateĢolün 2-hidroksimukonik 

semialdehide (2-HMSA) dönüĢümü ise meta yıkım yolu ile gerçekleĢir. Bu basamakta 

fonksiyon gösteren enzim ise kateĢol 2,3-dioksigenazdır (EC 1.13.11.2) (Feist ve 

Hegeman, 1969; Ornston ve Stainer, 1966). ÇeĢitli reaksiyonlardan sonra orto yol 

sonunda süksinil-CoA ve Asetil-CoA oluĢur. Diğer taraftan, meta yol sonunda ise 

pürivat ve asetaldehid oluĢur. Her iki yol sonunda oluĢan ürünler TCA döngüsüne 

katılırlar (Shingler,1996). Bu nedenle fenolün orto- metabolik yol yıkımı için cis-cis-

mukonik asit, Meta- metabolik yol yıkımı için ise 2-hidroksimukonik semialdehit 

indikatör olmaktadır.  

 Aerobik halofilik ve ılımlı halofilik bakterilerin fenolü, temelde meta- ve orto- 

yıkım yolu ile parçaladığı, bazılarının bu iki yoldan sadece birini bazılarının ise her iki 

metabolik yolu kullanarak fenolü parçaladığı bildirilmiĢtir (Jiang ve ark., 2006; Borgne 
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ve ark., 2008). ErdoğmuĢ ve ark. (2013), halofilik arke izolatlarıyla 4 farklı aromatik 

hidrokarbon yıkımı çalıĢması neticesinde, degradasyonun kateĢol 1,2-dioksigenaz enzim 

varlığına bağlı olarak orto metabolik yolu üzerinden gerçekleĢtiğini bildirmiĢtir. 

Halomonas suĢları ile yapılan çalıĢmalarda, fenolün kateĢole yıkımında kateĢol 1,2-

dioksigenaz enziminin rol oynadığı belirtilmiĢtir (Hinteregger ve Schreiber 1997; Alva 

ve Peyton, 2003). Haloalkalifik Halomonas EF11 suĢunda fenol yıkım yolunun kültür 

ortamındaki C/N oranına bağlı olarak orto ya da meta yolu üzerinden gerçekleĢtiği 

bildirilmiĢtir (Maskow ve Kleinsteuber, 2004). Wang ve ark (2007)  Acinetobacter sp. 

PD12 ile yapılan fenol biyodegradasyonu çalıĢmasında, yıkımın kateĢol 1,2-dioksigenaz 

ile yani parçalanmanın orto-yıkım yolu ile gerçekleĢtiğini belirtmiĢtir.       

 
2.3. Mikroorganizmaların Üreme Kinetiği ve Monod Modeli 

 Biyodegradasyon reaksiyonlarında, matematiksel modellerin yer aldığı üreme 

kinetiği çalıĢmaları ile mikroorganzimaların mevcut substrattan ve ortam koĢullarından 

nasıl etkilenebileceği belirlenebilmektedir. Bu modellerden elde edilen veriler, 

organizma-substrat iliĢkisinin değerlendirilmesinde, etkin proseslerin ve reaktörlerin 

tasarlanmasında yol gösterici olmaktadır.  

 

2.3.1. Mikroorganizmaların Üreme Kinetiği     

Kesikli sistemde bir mikroorganizmanın üremesi,  lag, üstsel (logaritmik) artıĢ, 

durgun ve ölüm fazı olmak üzere farklı evrelerde gerçekleĢmektedir (ġekil 2.4.) 

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

 

Lag fazı: Besin ortamına inoküle edilen hücre miktarında baĢlangıçta bir değiĢikliğin 

olmadığı ve hücre bölünmesinin görülmediği kısa bir süreden sonra, yavaĢ hücre 

çoğalmasının gerçekleĢtiği (üstsel olmayan) aĢamadır. Mikroorganizma biyosentez 

gerektiren bir besin ortamına ekildiğinde lag fazı görülür. Bu aĢamada DNA miktarı 

artar, enzim sentezi devam eder ve hücrelerdeki RNA miktarında önemli artıĢ olur.  

Logaritmik üreme fazı: Üremenin üstsel olarak gerçekleĢtiği aĢamadır ve üreme hızı 

maksimuma ulaĢmaktadır.  Bu aĢamada RNA‟ya oranla DNA sentezi daha fazladır. Bu 

evredeki hücre çoğalması kolayca hesaplanabilir. 
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ġekil.2.4. Kesikli üretilen bir bakteri populasyonunun karakteristik üreme eğrisi 

(Madigan ve Martinko, 2010) 

 

 

Durgun faz: Kültür ortamındaki besinlerin tüketilmesine ya da bazı atık ürünlerin 

üremeyi engelleyecek düzeyde birikmesine bağlı olarak yeni oluĢan hücre sayısı ile ölen 

hücre sayısı dengelenir. Toplam hücre sayısında net bir artıĢ ya da azalma olmaz, sabit 

kalır.  

Ölüm fazı: Ölen hücrelerin sayısı yeni oluĢanlardan daha fazladır. Ölüm fazı da 

logaritmiktir ancak logaritmik üreme evresinde gerçekleĢene göre çok daha yavaĢtır. 

Otoliz sebebiyle ortamın yoğunluğu ve viskozitesi azalır (Telefoncu, 1995; Madigan ve 

Martinko, 2010). 

Mikroorganizmaların spesifik üreme hızları ve substrat konsantrasyonu 

arasındaki iliĢki biyoteknolojide oldukça değerli bir ölçüt olarak kabul edilmektedir. 

Herhangi bir biyodegradasyon prosesinin modellemesinde biyomasın spesifik üreme 

hızı ile substratın tüketim hızı arasındaki denge ile iliĢkisi göz önüne alınır.  Spesifik 

üreme hızı (μ) hücrelerin spesifik üreme hızı olup hücre kütlesinin toplam biyokütleye 

göre birim zamandaki artıĢıdır. Spesifik üreme hızı, üreme eğrisinin üstsel üreme fazına 

bağlı olarak ve üreme eğrisinin birinci türevi üzerinden belirlenmektedir (Telefoncu, 

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

Monod modelinde biyokütlenin artıĢı ortamda bulunan besine bağlıdır. Monod 

modeline göre, üremeyi sınırlandırıcı substrat konsantrasyonu arttıkça spesifik üreme 

hızı da (μ) artar. Kritik substrat konsantrasyonundan sonra ise bu değer sabit kalır. Bu 

değerden sonra substrat konsantrasyonundaki artıĢ μ değerini etkilemez. Çünkü artık 

hücre üremesi besin sınırlamasında değildir. Substrat konsantrasyonu ile spesifik üreme 

hızı arasındaki iliĢki; 

 

olarak ifade edilmektedir ve; 

μ = Spesifik üreme hızı 

μmax = Maksimum spesifik üreme hızı 

S = Substrat konsantrasyonu 

Ks = Doygunluk sabiti ya da Monod sabitini ifade etmektedir (Okpokwasilli ve Nweke, 

2005).  

 Monod modelindeki Ks, üreme hızının maksimum değerinin yarısına ulaĢtığı 

substrat konsantrasyonudur ve birimi mg/l‟dir. Spesifik üreme hızının tersi alınarak 

Lineweaver-Burk ifadesine benzer bir eĢitlik oluĢturulabilir; 

 

1/μ ile 1/S arasında çizilen grafikten (ġekil 2.5) Ks ve μmax değerleri hesaplanır. DüĢük 

Ks değeri mikroorganizmanın düĢük substrat deriĢimlerinde de hızlı ürediğini gösterir  

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

2.3.3. Fenol Degradasyonu ve Üreme Kinetiği 

            Yüksek fenol konsantrasyonunun üremeyi sınırlandırıcı etkisi oldukça iyi 

bilinmektedir. Bu nedenle, karıĢık (Marrot ve ark., 2006; Gonzalez ve ark., 2001; 

Alcocer ve ark., 2007) ve saf kültürlerde (Bandhyopadhyay ve ark., 1999; Ho ve ark., 

2009)  üreme  dinamiğinin  tanımlanabilmesi  için  değiĢik substrat inhibisyon modelleri 
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ġekil 2.5. Hücre için Lineweaver-Burk grafiği (Atkinson ve Mavituna, 1991) 

 

kullanılmaktadır. Fenollü ortamlarda fenol yıkımı ve mikrobiyal üreme kinetiğinin 

tanımlanması için Monod ve Andrew (Haldane) eĢitlikleri ve bunların modifiye formları 

sıklıkla kullanılmaktadır (Sokol, 1998; Bandyopadhyay ve  ark., 1998; Reardon ve ark., 

2000; Oboirien ve ark., 2005).  Monod (1949) ve Haldane (Andrew), (1968) eĢitlikleri 

spesifik üreme hızına bağlı olmakla birlikte, spesifik substrat tüketim hızıyla da 

iliĢkilidir (Edwards, 1970; Solomon ve ark., 1994).  Bir baĢka araĢtırma grubu ise Yano 

ve Koga eĢitliklerinin daha uygun olduğunu göstermiĢtir (Schroeder ve ark., 1997).  

 Kesikli kültürlerde gerçekleĢtirilen fenol biyodegradasyon çalıĢmalarında daha 

çok Monod üreme modeli tercih edilmektedir. Ancak yüksek fenol 

konsantrasyonlarında bu geçerli olamamaktadır. Üremeyi inhibe edici yüksek 

konsantrasyonlardaki fenol çalıĢmalarında Haldane metodunun daha uygun olduğu 

belirlenmiĢtir. Monod modelinde Ks değeri ile mikroorganizmaların substrata olan 

afiniteleri arasında ters orantı bulunmaktadır (Pirt, 1975). Ks değeri arttığında 

mikroorganizmaların susbstrata olan ilgileri azalmaktadır. Ks ve µmax değerleri 

baĢlangıç fenol konsantrasyonlarına bağlı olarak değiĢmektedir. BaĢlangıç fenol 

konsantrasyonu arttırıldığında Ks değeri artarken, µmax değeri azalmaktadır.  

 Peyton ve ark. (2002)‟de yüksek tuz konsantrasyonlarında, karıĢık kültürler ile 

yaptıkları kinetik çalıĢmalarında, spesifik üreme hızının 0.09 ile 0.22 arasında 

değiĢtiğini ve bu oranın artan baĢlangıç fenol konsantrasyonuna bağlı olarak azaldığını 

bildirmiĢtir.  Non halofilik Pseudomonas putida ATCC 17484 ile yüksek fenol 

konsantrasyonlarında yapılan kinetik çalıĢmalarda µmax ve Ks değerleri sırasıyla 0.03h
-

1
 ve 280 mg/l olarak bulunmuĢtur. (González ve ark., 2001). Afzal ve ark. (2007) 

farmasötik endüstrisi atıksularından izole ettikleri Pseudomonas aeruginosa ve 

1/Ks 

1/ 

max 

1/S 
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Pseudomonas pseudomallei ile yaptıkları kinetik çalıĢmalarında maksimum baĢlangıç 

fenol konsatrasyonlarındaki spesifik üreme hızını sırasıyla 0.016 h
-1 

ve 0.013 h
-1 

olarak 

bulmuĢtur. Her iki suĢ için düĢük fenol konsantrasyonlarında lag fazının görülmediği 

ancak baĢlangıç yüksek fenol konsantrasyonlarında lag fazının uzadığı bildirilmiĢtir. 

Fenol yıkıcı suĢların lag fazı baĢlangıç fenol konsantrasyonunun artmasına bağlı olarak 

uzadığı ve lag fazı uzunluğunun, mikroorganizmaların önceden fenole adapte edilip 

edilmemesine bağlı olarak da değiĢtiği belirtilmiĢtir. Pseudomonas putida LY1 ile 

yapılan diğer çalıĢmada da baĢlangıç fenol konsantrasyonunun artmasına bağlı olarak 

lag fazının 0-25 saat arasında değiĢtiği ve kesikli kültür ortamındaki fenolün tamamen 

bitmesine rağmen biyomass konsantrasyonunun artığı gözlenmiĢtir (Li ve ark., 2010). 

Diğer araĢtırıcıların Pseudomonas suĢları ile yaptığı çalıĢmalarda da benzer sonuçlar 

elde edilmiĢ ve deneysel aĢamada gözlenemeyen ve fenolün parçalanması sonucunda 

açığa çıkan ara ürünlerin mikroorganizma hücreleri tarafından substrat olarak 

kullanıldığı belirtilmiĢtir (Hao ve ark., 2002; Saéz ve Rittmann, 1993). Pseudomonas 

putida ATCC 49451 suĢunun fenol degradasyonu ve üreme kinetiği iliĢkisinde spesifik 

üreme hızının Haldane eĢitliği ile ifade edilebileceği ancak fenol yıkım profilinin 

tanımlanmasında yetersiz kaldığı bildirilmiĢtir. Bu nedenle, özellikle metabolik ara ürün 

inhibisyon etkisinin olduğu metabolik yolları için daha uygun olan yeni bir model 

önerilmiĢtir. Bununla beraber fenol biyodegaradasyonu sonucunda meydana gelen 

bütün ara ürünlerinin etkisinin incelenmesi çok zor olacağı ve metabolik yolda oluĢan 

temel ara ürünlerin etkisinin incelenebileceği belirtilmiĢtir (Loh ve Wang, 1998). Bir 

baĢka çalıĢmada ise Pseudomonas putida F1 suĢunun fenol, toluen ve benzen varlığında 

üreme kinetiği çalıĢılmıĢ ve ilgili kinetik parametrelerin belirlenebilmesi için Andrews 

modeli kullanılmıĢtır. Toluen, benzen ve fenol için bulunan maksimum spesifik üreme 

hızlarının sırasıyla 0.61; 0.62; 0.051 h
-1

 olduğu bildirilmiĢtir (Abuhamed ve ark., 2004).  

 Halofilik arkelerde ise bu tip çalıĢmaya rastlanılmamıĢtır ancak termoasidofilik 

arke Sulfolobus solfataricus 98/2 ile geri beslemeli bioreaktörde yapılan kinetik 

çalıĢmalarda yeni geliĢtirilen bir model kullanılmıĢ ve spesifik üreme hızının 

0.034±0.001 h
-1

 olduğu bulunmuĢtur. GeliĢtirilen modelde fenol yıkımı sonrasında 

biriken ara ürünlerin etkisi de göz önünde bulundurulmuĢtur. ÇalıĢmada, spesifik fenol 

degaradasyon hızı ve spesifik üreme hızının fenole adapte edilen hücrelerde glukoza 
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adapte edilenden daha yüksek olduğu ve fenole adapte edilen kültürlerde lag fazını 

kısaldığı bildirilmiĢtir (Christen ve ark., 2011). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM  

3.1. Materyal 

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar 

Fenol (C6H5OH), Sodyum klorür (NaCI), Magnezyum sülfat heptahidrat 

(MgSO4.7H2O), Magnezyum klorür hekzahidrat (MgCI2.6H2O), Mangan klorür 

(MnCI2), Çinko sülfat heptahidrat (ZnSO4.7H2O), Demir (III) klorür (FeCI3), Bakır 

sülfat pentahidrat (CuSO4.5H2O), Borik asit (H3BO4), Amonyum nitrat (NH4NO3), 

Sodyum molibdat dihidrat (Na2MoO4.2H2O), Amonyak (NH3), 4-Aminoantipirin (4-

AAP), Potasyum ferri siyanür (K3Fe(CN)6), Ġndol, N,N-dimetilformamid, Potasyum 

klorür (KCI), Sodyum sitrat, Kalsiyum klorür (KCI), Amonyum klorür (NH4CI), 

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4), Dipotasyum mono hidrojen fosfat (K2HPO4), 

Nikotinamid adenin dinükleotit (NADH), KateĢol, Sodyum dihidrojen fosfat 

(NaH2PO4.2H2O), EDTA, Fosforik asit (H3PO4), Toluen (C6H5CH3), Sodyum 

nitroprusid (Na2[Fe(CN)5NO]·2H2O), Asetonitril, Metanol (CH3OH), Yeast ekstrakt, 

Etanol, Trizma, Agar Sigma ve Merck firmalarından temin edilmiĢtir.  

ÇalıĢmada kullanılan cihazlar ve markaları Çizelge 3.1.‟de verilmiĢtir.  

 

Çizelge 3.1.  Tez kapsamında kullanılan cihazlar ve markaları 

 

Cihaz  Marka 

Hassas Terazi Ohaus EP 214C 

Otoklav Alp CL32S 

Manyetik KarıĢtırıcı Are 

Sıcaklık Ayarlı Sabit inkübatör Nüve EN 500 

Sıcaklık Ayarlı Çalkalamalı Ġnkübatör Edmund Bühler GmbH 

Santrüfüj Hettich zentrifugen EBA 12R 

Spektrofotometre Shimadzu UV-1208 

Laminer kabin Kojair KR-130 Golden Line 

Su Banyosu Nüve BM 402 

Vorteks Mhisheler IKA 

Etüv Heraeus 

pH metre Ġnılab wtw series 

Sonikatör Bandelin 
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3.1.2. Halofilik arkeler  

Mustafa Kemal Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Moleküler Biyoloji 

laboratuarında bulunan ve Türkiye‟nin farklı tuzlu bölgelerinden ve tekstil atık 

suyundan izole edilmiĢ 121 adet halofilik bakteri ve arke izolatı kullanılmıĢtır.   

 
3.1.3. Besiyerleri    

Halofilik arke izolatlarının aktifleĢtirilmesi ve geliĢtirilmesi amacıyla Sehgal-

Gibbons (SG) besiyeri kullanılmıĢtır. Besiyeri; 250 g/L NaCI, 20 g/L MgSO4.7H2O, 

2 g/L KCI, 3 g/L Sodyum sitrat, 0.023  g/L FeSO4.7H2O, 7.5 g/L casamino asit, 1 g/L 

yeast ekstrakt içermektedir ve  pH‟ı 7.35‟e ayarlanmıĢtır (Ozcan ve ark., 2007). Fenol 

biyodegradasyonu çalıĢmalarında Oren ve Porter (2009)‟den modifiye edilen Fenol 

Mineral Tuz Ortamı (FMTO) (NaCl:200 g/L, MgSO4.7H2O:25 g/L,  MgCI2.6H2O:10 

g/L, CaCI2.2H2O:1.25 g/L, KCI: 5g/L, Trisma base, NH4CI (1M), Potasyum fosfat 

tamponu (0.5 M, pH 7.5), iz element çözeltisi (MnCI2.4H2O, ZnSO4.7H2O, FeCI3, 

CuSO4.5H2O, Na2MoO4.2H2O, H3BO4, NH4NO3) kullanılmıĢtır. Fenol ve iz element 

çözeltisi membran filtre ile steril edildikten sonra besiyerine eklenmiĢtir.  

 
3.2. Yöntem  

3.2.1. Halofilik Arke İzolatlarının Üretilmesi   

  Halofilik arke koleksiyonuna ait izolatlar gliserol stoklarından ardıĢık pasajlar 

yapılarak aktifleĢtirilmiĢtir.  Katı ve sıvı ortama ekimi yapılan izolatlar 37 C‟de 

üretilmiĢtir. Sıvı ortamdaki üretimleri çalkalamalı olarak yapılmıĢtır.  

 

3.2.2. Fenol Parçalayabilme Yeteneğine Sahip Suşların Taranması  

 AktifleĢtirilen halofilik arke izolatlarının fenol degradasyon yeteneklerinin ve 

toleranslarının belirlenmesi amacıyla bileĢiminde karbon kaynağı olarak sadece fenol 

(50, 100 ve 200 ppm) içeren tuzlu ortamlar kullanılmıĢtır.  Fenol içeren katı 

besyerlerine inokulum olarak, sıvı besiyerinde üretildikten (A6003) sonra steril 

koĢullarda 5000 rpm‟de 30 dakika santrifüj edilerek toplanıp 2 kez yıkanmıĢ hücre 

peletleri kullanılmıĢtır.  Hücre peletleri 20µl tampon ile süspanse edilmiĢ ve her bir 

besiyerine 4 µl olacak Ģekilde nokta ekim yapılmıĢtır. Ekim yapılan petriler 37°C 
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sıcaklıkta inkübe edilmiĢtir. Fenolü kullanabilen ve tolere edebilen suĢlar besiyerindeki 

üremelerine bağlı olarak değerlendirilmiĢtir.   

 Fenol kullandığı belirlenen suĢların fenol parçalama etkinliklerinin 

değerlendirilebilmesi için içerisinde tek karbon kaynağı olarak 50 ppm fenol bulunan 

sıvı besiyerine ekimleri yapılmıĢtır. Ekim yapılan sıvı ortamların inkübasyonu 120 rpm 

de 37°C‟de yapılmıĢtır. Periyodik olarak her bir kültür ortamından örnek alınarak hücre 

yoğunluğu (OD600) belirlenmiĢ ve fenol tayini yapılmıĢtır.   

 Fenol içeren ortamda geliĢtiği ve fenolü kullandığı tespit edilen suĢların sıvı 

ortamdaki fenol toleransları belirlenmiĢtir. Bu amaçla 50 ppm fenol içeren ortamda 

ürediği ve fenolü kullandığı tespit edilen suĢlar tek karbon kaynağı olarak 100 ppm 

fenol içeren ortama ekilerek 120 rpm de 37°C‟de inkübasyona bırakılmıĢtır. Yine 

periyodik olarak her bir kültür ortamından örnek alınarak hücre yoğunluğu (OD600) 

belirlenmiĢ ve fenol tayini yapılmıĢtır. Aynı iĢlemlere kademeli ve ardıĢık olarak 150, 

200 ve 250 ppm fenol içeren ortamlar kullanılarak devam edilmiĢtir. Kademeli olarak 

artan fenol konsantrasyonunda üretim iĢlemleri sonucunda fenolü en etkin 

parçalayabilen halofilik arke suĢları belirlenmiĢtir.  

 

3.2.3. Fenol Tayini       

 Fenol konsantrasyonu 4-amino antipirin (4-AAP) metodu ile belirlenmiĢtir 

(Yang ve Humphrey, 1975). Santrifüj sonrası elde edilen kültür süpernatanın (2 ml) 

pH‟ı fosfat tamponu ile 7.9‟a ayarlanmıĢ ve üzerine 0.1 ml NH4OH (2 N) çözeltisi 

eklenerek karıĢtırılmıĢtır. KarıĢıma 0.05 ml 4-aminoantipirin (%2) çözeltisi eklenerek 

karıĢtırıldıktan sonra üzerine 0.05 ml K3Fe(CN)6 (%8) çözeltisi eklenmiĢ ve 15 dakika 

oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası 500 nm‟de absorbans 

ölçülmüĢtür.  

 

3.2.4. Halofilik Arke İzolatlarının Fenol ve Toluen Adaptasyonu  

3.2.4.1.  Fenol Adaptasyonu   

Adaptasyon çalıĢması El-Naas ve Al-Muhtaseb (2009)‟e göre yapılmıĢtır. Fenol 

yıkma etkinliğinin yüksek olduğu belirlenen halofilik arke suĢu, kademeli olarak karbon 

kaynağının azaltılıp fenol konsantrasyonunun artırıldığı ortama ekilmiĢtir. Bu yöntemle 

mikroorganizmanın yüksek fenol konsantrasyonuna adaptasyonu sağlanmıĢtır. Son 
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aĢamada ise karbon kaynağı olarak sadece fenol bulunan ortama ekim yapılmıĢtır. 

Halofilik arke izolatı, bileĢiminde 50 ppm fenol ve % 0.1 yeast ekstrakt bulunan  

FMTO‟ya ekilmiĢ ve 37°C‟de, 120 rpm‟de belirli hücre yoğunluğuna gelinceye kadar 

(OD6001) inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası hücreler santrifüjle toplanarak 

tamponla iki defa yıkandıktan sonra içerisinde 50 ppm fenol ve % 0.075 yeast ekstrakt 

bulunan ortama ekilmiĢ ve aynı koĢullarda inkübe edilmiĢtir. Adaptasyon çalıĢmasına 

benzer koĢullarda ve aĢağıda verilen fenol ve yeast ekstrakt oranları kullanılarak devam 

edilmiĢtir.  

 

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 çalıĢması Yeom ve ark. (1997)‟den modifiye edilerek 

yapılmıĢtır. Bu aĢamada kademeli olarak karbon kaynağı azaltılıp toluen 

konsantrasyonu artırılarak halofilik arke izolatının yüksek toluen konsantrasyonuna 

adaptasyonu sağlanmıĢtır. Adaptasyon aĢamasında toluen içeren mineral tuz ortamı 

(TMTO) kullanılmıĢtır. 

Halofilik arke izolatı, bileĢiminde 10 ppm toluen ve % 0.1 yeast ekstrakt 

bulunan TMTO‟ya ekilmiĢ ve 37°C‟de, 120 rpm‟de hücre yoğunluğu yaklaĢık 1‟e 

(OD600)  ulaĢıncaya kadar inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası hücreler santrifüj ile 

toplanarak tamponla iki defa yıkandıktan sonra içerisinde 20 ppm toluen ve % 0.075 

yeast ekstrakt bulunan ortama ekilmiĢ ve aynı koĢullarda inkübe edilmiĢtir. Adaptasyon 

çalıĢmasına benzer koĢullarda ve aĢağıda verilen toluen ve yeast ekstrakt oranları 

kullanılarak devam edilmiĢtir.  

 

30 ppm toluen + % 0.05 yeast→50 ppm toluen + % 0.025 yeast→ 50 ppm toluen  
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3.2.5. Halofilik Arke İzolatının Üreme Kinetiği  

3.2.5.1. Hücre Yoğunluğu Standart Grafiği   

SG besiyerinde üretilen izolatın hücre sayısındaki değiĢiminin belirlenmesi 

amacıyla kültür örneklerinin 600 nm‟deki hücre yoğunluğu ölçülmüĢtür. Hücre 

yoğunluğu değerlerine karĢılık gelen hücre sayısı (kob/ml), seri sulandırım ile yayma 

ekim yapılarak belirlenmiĢtir. 

 

 3.2.5.2. Farklı Fenol Konsantrasyonlarındaki Üreme Eğrileri ve Üreme 

Kinetiğinin Hesaplanması   

 
 Halofilik arke izolatı farklı fenol konsantrasyonuna sahip ortamlarda 

geliĢtirilerek üreme eğrileri oluĢturulmuĢtur. Ġzolatın spesifik üreme hızı (), maksimum 

spesifik üreme hızı (µmax) ve Monod sabiti (Ks) hesaplanmıĢtır. 

 Farklı fenol konsantrasyonlarında geliĢtirilen izolatın periyodik olarak hücre 

yoğunluğu ölçülmüĢ ve hücre yoğunluğu standart grafiğinden yararlanarak hücre 

sayıları belirlenmiĢtir. Hücre sayısı ve zaman parametreleri kullanılarak izolatın üreme 

grafikleri çizilmiĢtir. Üreme grafiklerinden izolatın logaritmik üreme fazları ve 

logaritmik üreme fazlarında zamana bağlı değiĢen hücre sayısı (dx/dt) belirlenmiĢtir.  

Elde edilen değerlerin doğal logaritmaları hesaplanarak zamana karĢı çizilen grafikten μ 

değerleri belirlenmiĢtir. Bulunan μ değerleri ile substrat konsantrasyonları kullanılarak 

çizilen grafikle Monod eğrisi oluĢturulmuĢ ve eğri üzerinden µmax ve Ks değerleri 

hesaplanmıĢtır. 

 

3.2.6. Fenol Biyodegradasyon Koşullarının Optimizasyonu 

 Fenol biyodegradasyonu koĢullarının optimizasyonu çalıĢmaları Bayoumi ve 

Abul-Hamd (2010)‟dan modifiye edilerek yapılmıĢtır. 

  

3.2.6.1. Fenol Biyodegradasyonu Üzerine Fenol Konsantrasyonunun Etkisi 

 Halofilik arke izolatının optimum fenol yıkımı üzerine fenol 

konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi amacıyla 50, 75, 100, 150 ve 200 ppm fenol 

içeren besiyerine % 10 (OD600
 
1) hücre kültürü inokule edilerek 120 rpm‟de, 37 C‟de 
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inkübe edilmiĢtir.  Kültürlerden belirli periyotlarda örnekler alınarak hücre yoğunluğu 

ve fenol konsantrasyonu belirlenmiĢtir. 

 

 3.2.6.2. Fenol Biyodegradasyonu Üzerine İnokulum Miktarının Etkisi    

 Halofilik arke izolatının optimum fenol yıkımı üzerine inokulum miktarının 

belirlenmesi amacıyla optimum konsantrasyonda fenol içeren besiyerine % 2.5, 5, 10, 

15 olacak Ģekilde hücre inokulasyonu yapılmıĢtır. Kültürler 120 rpm‟de, 37 C‟de 

inkübe edilmiĢtir. Kültürlerden belirli periyodlarda örnekler alınarak hücre yoğunluğu 

ve fenol konsantrasyonu belirlenmiĢtir.  

 

3.2.6.3. Fenol Biyodegradasyonu Üzerine NaCI Konsantrasyonunun Etkisi    

Halofilik arke izolatının optimum fenol yıkımı üzerine NaCI konsantrasyon 

etkisinin belirlenmesi amacıyla optimum konsantrasyonda fenol içeren besiyerine  %10, 

15, 20, ve 25 NaCI eklenerek optimum miktarda inokulasyon yapılmıĢtır. Kültürler 120 

rpm‟de, 37 C‟de inkübe edilmiĢtir. Kültürlerden belirli periyodlarda örnekler alınarak 

hücre yoğunluğu ve fenol konsantrasyonu belirlenmiĢtir.       

 

 3.2.6.4. Fenol Biyodegradasyonu Üzerine pH’nın Etkisi  

Halofilik arke izolatının optimum fenol yıkımı üzerine pH‟nın etkisinin 

belirlenmesi amacıyla optimum konsantrasyonda fenol, NaCI içeren ve pH‟sı 6, 7, 7.5, 

8 ve 8.5‟a ayarlanmıĢ ortamlara optimum miktarda inokulasyon yapılmıĢtır. Kültürler 

120 rpm‟de, 37 C‟de inkübe edilmiĢtir. Kültürlerden belirli periyodlarda örnekler 

alınarak hücre yoğunluğu ve fenol konsantrasyonu belirlenmiĢtir.  

 

3.2.6.5. Fenol Biyodegradasyonu Üzerine Sıcaklığın Etkisi  

Halofilik arke izolatının optimum fenol yıkımı üzerine sıcaklığın etkisinin 

belirlenmesi amacıyla daha önce tespit edilmiĢ olan optimum fenol, inokulum, NaCI, 

pH sabit tutularak hazırlanan kültürler 120 rpm‟de, 25, 30, 37, 45 ve 50 C‟de inkübe 

edilmiĢtir. Kültürlerden belirli periyodlarda örnekler alınarak hücre yoğunluğu ve fenol 

konsantrasyonu belirlenmiĢtir.   
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3.2.6.6. Fenol Biyodegradasyonu Üzerine Çalkalama Hızının Etkisi 

Halofilik arke izolatının optimum fenol yıkımı üzerine çalkalama hızının 

etkisinin belirlenmesi amacıyla daha önce tespit edilmiĢ olan optimum fenol, inokulum, 

NaCI ve pH sabit tutularak hazırlanan kültürler optimum sıcaklık derecesinde 120, 140, 

170 ve 200 rpm‟de ve statik olarak inkübe edilmiĢtir. Kültürlerden belirli periyodlarda 

örnekler alınarak hücre yoğunluğu ve fenol konsantrasyonu belirlenmiĢtir. 

 

 3.2.6.7. Fenol Biyodegradasyonu Üzerine Yeast Ekstrakt Miktarının Etkisi 

 

Halofilik arke izolatının optimum fenol yıkımı üzerine yeast ekstrakt miktarının 

belirlenmesi amacıyla daha önce tespit edilmiĢ olan optimum fenol, inokulum, NaCI, 

pH sabit tutularak % 0.1 0.3, 0.05, 0.025 yeast ekstrakt içeren kültürler optimum 

sıcaklık ve çalkalama hızında inkübe edilmiĢtir. Kültürlerden belirli periyodlarda 

örnekler alınarak hücre yoğunluğu ve fenol konsantrasyonu belirlenmiĢtir.  

 

3.2.7. Fenol Degradasyon Ürünlerinin Analizi 

 

 3.2.7.1.  Meta-Yıkım Analizi    

 

Optimum fenol biyodegradasyon koĢullarında geliĢtirilen halofilik arke 

kültüründen belirli periyotlarda 1ml örnek alınarak 4°C‟de, 10.000 rpm‟de, 15 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. Hücre peleti tris tamponunda (pH 8) süspanse edilmiĢ ve üzerine 

membranın çözünmesi için 0.5 ml toluen eklenmiĢtir. Elde edilen solüsyona 0.2 ml 

kateĢol (1M) ilave edilerek ile iyice karıĢtırılmıĢtır. Birkaç dakika içerisinde sarı rengin 

oluĢup oluĢmadığı gözlenmiĢtir (Nair, 2006). 

 

3.2.7.2. Orto-Yıkım Analizi  

 

Optimum fenol biyodegradasyon koĢullarında geliĢtirilen halofilik arke 

kültürüne (2.5 ml) 1g amonyum sülfat ilave edilerek iyice karıĢtırılmıĢtır. KarıĢım 

30°C‟de 1 saat inkübe edilmiĢtir. Elde edilen süspansiyonun pH‟sı 0.5 ml amonyak 

(5N) ile 10‟a ayarlanmıĢtır. 1% sodyum nitroprusid damlatılıp ve iyice karıĢtırılmıĢtır. 

Koyu mavi rengi oluĢumu incelenmiĢtir (Nair, 2006).  
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3.2.8. Fenol Biyodegradasyonunda Rol Oynayan Enzimlerin Taranması  

 

Enzim taranması iĢlemi Oren ve Mana, (2003) ve Serrano ve ark. (1998)‟dan 

modifiye edilerek yapılmıĢtır. Eksponansiyel fazdaki kültür +4 °C‟de, 15000 rpm‟de, 15 

dakika santrifüj edilmiĢtir. Toplanan hücre peleti KCI içeren yıkama tamponuyla iki 

defa yıkandıktan sonra tampon ilave edilerek +4 °C‟de buz üzerinde sonikatör 

yardımıyla parçalanmıĢtır. Süspansiyondan hücre kalıntılarının uzaklaĢtırılması için 

+4°C, 15000 rpm‟de, 30 dakika santrifüj edilmiĢtir. Elde edilen süpernatant enzim 

kaynağı olarak aktivite çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

 

3.2.8.1. Fenol Hidroksilaz Aktivitesinin Tayini   

 

Fenol hidroksilaz enzim aktivitesi NADH konsantrasyonundaki azalmaya bağlı 

olarak ölçülmüĢtür (Clauben ve Schmidt, 1998).  Tris-HCI (pH 7.5, 50mM), 30 µl 

NADH (10 mM), 5µl fenol (10 mM) ve enzim kaynağı içeren reaksiyon karıĢımındaki 

NADH miktarı 25 C‟de 340 nm‟de absorbans ölçülerek tayin edilmiĢ ve aktivite 1 

dakikada 1μmol NADH‟ın oksidasyonunu katalizleyen enzim miktarı olarak 

tanımlanmıĢtır.  

Enzim aktivitesi (U/ml) = NADH (μmol) x VT (ml) / enzim kaynağı (ml) × zaman (dk) 

NADH340: 36.000 M
-1

.cm
-1 

  

3.2.8.2.  Kateşol 1,2-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin Tayini 

 

KateĢol 1,2-dioksigenaz enzim aktivitesi reaksiyon ortamında cis,cis-mukonik 

asit oluĢumunun spektrofotometrik olarak (260 nm) ölçülmesiyle belirlenmiĢtir (Feist ve 

Hegeman, 1969). Enzim aktivitesi belirlenmeden önce enzim ektraktı %5 H2O2 ile 

inkübe edilmiĢtir. Tris-HCI (pH 7.5, 50 mM), 0.1 ml 2-merkaptoetanol (100 mM) ve 

enzim kaynağı içeren reaksiyon karıĢımındaki 25 C‟de 5 dakika içerisinde oluĢan 

cis,cis-mukonik asit miktarı  260 nm‟de absorbans ölçülerek tayin edilmiĢ ve  aktivite 1 

dakikada 1μmol cis,cis-mukonik asit oluĢumunu katalizleyen enzim miktarı olarak 

tanımlanmıĢtır.  

Enzim aktivitesi (U/ml) = ürün (μmol) x VT (ml) / enzim kaynağı (ml) × zaman (dk) 

cis,cis-mukonik asit ε260: 16.000 M
-1 

.cm
-1  
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3.2.8.3. Kateşol 2,3-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin Tayini ve Optimizasyonu 

 

KateĢol 2,3-dioksigenaz enzim aktivitesi reaksiyon ortamında 2-

hidroksimukonik semialdehid oluĢumunun spektrofotometrik olarak (375 nm) 

ölçülmesiyle belirlenmiĢtir (Feist ve Hegeman, 1969). Tris-HCI (pH 7.5, 50 mM), 0.2 

ml kateĢol (100 mM) ve enzim kaynağı içeren reaksiyon karıĢımındaki 25 C‟de 5 

dakika içerisinde 2-hidroksimukonik semialdehid oluĢumu  375 nm‟de absorbans 

ölçülerek tayin edilmiĢ ve  aktivite 1 dakikada 1μmol cis,cis-mukonik asit oluĢumunu 

katalizleyen enzim miktarı olarak tanımlanmıĢtır.  

Enzim aktivitesi (U/ml) = ürün (μmol) x VT (ml) / enzim kaynağı (ml) × zaman (dk) 

2-hidroksimukonik semialdehid ε375: 36.000 M
-1

.cm
-1

 

 KateĢol 2,3-dioksigenaz enzim aktivitesinin optimizasyonu çalıĢmalarında 

optimum degradasyon koĢullarında geliĢtirilen kültür kullanılmıĢtır. Enzim aktivitesinin 

optimizasyonu için farklı NaCI konsantrasyonu, sıcaklık ve pH değerlerinde aktivite 

ölçümleri yapılmıĢtır.  

 

 Optimum NaCl Konsantrasyonunun Saptanması 

 Optimum enzim aktivitesinin gerçekleĢtiği NaCl konsantrasyonunu belirlemek 

amacıyla, 1.5, 2, 2.5, 3 ve 3.5 M NaCl içeren tampon çözeltileri kullanılmıĢtır. 

  

 Optimum Sıcaklık Derecesinin Saptanması 

 Optimum enzim aktivitesinin gerçekleĢtiği sıcaklık değerinin belirlenmesi 

amacıyla, optimum NaCl konsantrasyonunan sahip tampon çözelti ortamında 20, 27, 32, 

37, 42, 47 ve 52 °C olmak üzere yedi farklı sıcaklık derecesinde inkübasyon yapılmıĢtır.  

  

Optimum pH Değerinin Saptanması 

 Optimum enzim aktivitesinin gerçekleĢtiği pH değerinin belirlenmesi amacıyla 

pH‟ı 5.0, 6.0, 6.5, 7, 7.5, 8.0 ve 8.5 olan tampon çözeltileri kullanılmıĢtır.  
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4.  ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

4.1. Standart Grafikler 

Fenol konsantrasyonunun ve hücre sayısının tayini için hazırlanan standart 

grafikler sırasıyla ġekil 4.1 ve 4.2‟de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.1. Fenol standart grafiği    

 

 ġekil 4.2. Hücre yoğunluk standart grafiği 
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4.2. Fenolü Parçalayabilen Suşların Taranması 

 Türkiye‟nin farklı tuzlu bölgelerinden tekstil atık suyundan izole edilmiĢ 

halofilik mikroorganizma koleksiyonuna ait halofilik arke izolatları gliserol 

stoklarından aktifleĢtirildikten sonra 50, 100 ve 200 ppm fenol içeren FMTO katı 

besiyerine ekilmiĢ ve suĢların katı besiyerindeki üreme yoğunluklarına göre tek karbon 

ve enerji kaynağı olarak fenolü kullanma etkinlikleri ve fenol toleransları belirlenmiĢtir 

(Çizelge 4.1). Üreme yoğunluklarına göre taranan izolatlar arasında halofilik arke olan 

B44A, A43, A138, A405, A235, A29B, A29C ve SD60‟ın fenolü kullanabildiği ve 200 

ppm fenol konsantrasyonuna toleranslı olduğu tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmaya bu izolatlar 

ile devam edilmiĢtir.   

 

Çizelge 4.1. Fenole toleranslı suĢların değerlendirilmesi 

 

İzolat 

Fenol konsantrasyonu 

(ppm) İzolat 

Fenol konsantrasyonu 

(ppm) 

50 100 200 50 100 200 

B44A +++++ +++++ ++++ A82 --- --- --- 

A43 +++++ +++++ ++++ A85 --- --- --- 

A83A +++ +++ ++ A137 --- --- --- 

F92A +++ +++ ++ A191 ++ + --- 

E49 +++ +++ ++ A181A +++ --- --- 

E57B ++++ ++++ +++ A263A --- --- --- 

E107 ++++ ++++ +++ A283 ++++ +++ ++ 

F4A +++ +++ ++ A337 +++ ++ + 

F23 --- --- --- A347 +++ ++ + 

F23A --- --- --- A407 +++ ++ + 

F42A --- --- --- A471 --- --- --- 

F73 +++ +++ ++ A263A --- --- --- 

D6 --- --- --- B88 + --- --- 

D31 + + --- C13 --- --- --- 

D34 + + --- C37 + --- --- 

D50 + + --- C15 ++ --- --- 

D74 --- --- --- D1B --- --- --- 

D91 --- --- --- D19 --- --- --- 

D58A ++ ++ + D108 --- --- --- 

A29B ++++ +++ ++ D113 ++ + --- 

A29C +++++ ++++ +++ CHB3 ++ + + 

CH7 +++ +++ ++ E7 --- --- --- 

CHB1 --- --- --- E55 ++ --- --- 

CH2 ++ + --- F5 ++ --- --- 

     üreme yoğunluğuna bağlı olarak; çok iyi (+++++); iyi (++++); orta (+++); zayıf (++); çok zayıf (+); üreme yok   

     (---) 
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Çizelge 4.1. (Devam) Fenole toleranslı izolatların değerlendirilmesi 

 

İzolat 

Fenol konsantrasyonu 

(ppm) İzolat 

Fenol konsantrasyonu 

(ppm) 

50 100 200 50 100 200 

F42B        ---        ---        --- F100 ++ + --- 

CH8K --- --- --- F30A --- --- --- 

F89A1 +++++ ++++ +++ F57A +++ ++ + 

F36 +++ ++ + F75A + + --- 

A87B2a +++ ++ ++ A181A ++ + --- 

CHC +++ ++ ++ A43 +++++ ++++ +++ 

F92B ++ + + A29A +++ ++ ++ 

A408 --- --- --- A212 --- --- --- 

A62A ++ + --- A138 +++++ ++++ ++++ 

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 

Küçük 

Şeffaf 

+++ + --- 

B54A --- --- --- SD30 --- --- --- 

D83A +++ +++ + SD50 --- --- --- 

D118A --- --- --- SD8 --- --- --- 

E20 --- --- --- SD21O ++ --- --- 

E57A ++ + --- HTX11 +++ ++ ++ 

F56 ++ ++ + HTX22 +++ ++ + 

SD3 --- --- --- HTX2 ++++ +++ +++ 

SD59 --- --- --- HTX10 +++ ++ ++ 

SD15 --- --- --- HTX1 ++++ +++ ++ 

SD23B +++ + + HTX15 +++ +++ ++ 

SD21Ş --- + + HTX7 +++ ++ + 

SD23 --- --- --- HTX9 +++ ++ + 

SD26 + --- --- HTX4 

BEYAZ 

+++ ++ + 

SD37O + --- --- HTX14 +++ ++ + 

SD37Ş --- --- ---     

     üreme yoğunluğuna bağlı olarak; çok iyi (+++++); iyi (++++); orta (+++); zayıf (++); çok zayıf (+); üreme yok   

      (---) 
 

 Seçilen suĢların tek karbon kaynağı olarak 50 ppm fenol içeren sıvı ortamda 

fenol parçalama etkinlikleri, üreme yoğunluğu ve ortamdaki % fenol 
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konsantrasyonunun belirlenmesiyle tayin edilmiĢtir. A235, A405 ve A138 nolu 

izolatların fenol içeren ortamda daha iyi üreyebildiği ve fenolü daha etkili bir Ģeklide 

parçalayabildiği saptanmıĢ ve bu izolatların üremenin 20. gününde fenolü parçalama 

oranları sırasıyla % 42, 34 ve 23 olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.3) 

 ġekil 4.3. Fenole toleranslı izolatların fenol biyodegradasyon (%) oranları  

 

 Seçilen üç izolat arasından fenolü daha efektif parçalayanın belirlenebilmesi 

amacıyla içerisinde tek karbon kaynağı olarak 100, 150 ve 200 ppm fenol bulunan 

ortamlardaki inkübasyon sonrası üreme yoğunluğu ve fenol tayininden elde edilen 

verilerin ortalamasından A235 izolatının fenolü daha etkin parçalayabildiğini 

göstermiĢtir (ġekil 4.4). Bu aĢamadan itibaren çalıĢmaya A235 izolatıyla devam 

edilmiĢtir. 

 

ġekil 4.4. A138, A405 ve A235 izolatlarının ortalama fenol biyodegradasyon (%) 

oranları  
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Fenol bakterisidal etkiye sahip bir kimyasal olmasına rağmen 

mikroorganizmaların büyük bir kısmı fenole karĢı kendilerini korumak için çeĢitli 

mekanizmalar geliĢtirilebilmekte ve fenol mikroorganizmalar tarafından tek karbon ve 

enerji kaynağı olarak kullanabilmektedir (Van Schie ve Young, 2000). Halofilik 

olmayan mikroorganizmalarla fenolün biyodegradasyonu üzerine çok sayıda çalıĢma 

yapılmıĢtır. Ancak halofilik arkelerle fenol degradasyonu ile ilgili herhangi bir çalıĢma 

bulunmamakla birlikte diğer halofilik ve/veya halotolerant organizmalarda ise sınırlı 

sayıda çalıĢmaya rastlanmıĢtır. Halomonas cinsi üyelerinin, Arhodomonas aquaeolei ve 

Modicisalibacter tunisiensis‟in, denizel kaynaklı bakteri suĢu SM5‟in, Thalassobacillus 

devorans‟ın ılımlı halofilik bakteri konsorsiyumunun ve Candida tropicalis fungusunun 

farklı NaCl konsantrasyonlarında fenolü parçalayabildiği bildirilmiĢtir (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). Ayrıca Woolard and Irvine (1994 ve 1995) ılımlı halofilik 

bakterilerle NaCl varlığında yapmıĢ oldukları ardıĢık kesikli reaktör ve biyofilm 

çalıĢmalarıyla,   fenolün yıkıldığını bildirmiĢlerdir.  

 
4.3. Fenol ve Toluen Adaptasyon Sonuçları 

Mikrobiyal kommuniteler uzun süreli bir kimyasala maruz kaldığında ilgili 

kimyasalı yıkabilme yetenekleri artabilmektedir yani adapte olabilmektedir. Adaptasyon 

belirli enzimlerin indüklenmesi veya baskılanması ve genetik değiĢimle 

gerçekleĢmektedir (Shimp ve Pfaender, 1987). A235 suĢu ile etkili bir yıkım 

sağlayabilmek amacıyla ortamdaki yeast ektrakt miktarı azaltılıp, fenol konsantrasyonu 

arttırılarak yapılan adaptasyon çalıĢması sonucunda; fenol konsantrasyonundaki artıĢın 

ve yeast ekstrakt miktarındaki azalmanın lag fazının uzamasına neden olduğu 

belirlenmiĢtir. Fenol konsantrasyonun aynı yeast ekstrakt miktarının azaltıldığı serilerde 

de lag fazında artıĢ olduğu gözlenmekle birlikte yeast ekstrakt miktarı yüksek olan 

seride ise hücre yoğunluğunun daha yüksek olduğu saptanmıĢtır (ġekil 4.5). Genel 

olarak yeast ekstraktın üremeyi olumlu yönde etkilediği, toksik etkiye sahip olan yüksek 

fenol konsantrasyonlarının ise üremeyi olumsuz yönde etkilediği gözlenmiĢtir. 

Dolayısıyla Fenol adaptasyon çalıĢmasında ortama ilave edilen yeast ekstrakt miktarının 

A235 izolatının yüksek fenol konsantrasyonlarının büyümeyi inhibe edici özelliğine 
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karĢı önemli bir avantaj kazandırdığı tespit edilmiĢtir. Fenol degradasyonunu yeast 

ektraktın olumlu yönde etkilediği önceki çalıĢmalarda da rapor edilmiĢtir 

(Krishnaswamy ve Namasivayam, 2010).  

 

 

 

ġekil 4.5. A235 izolatının inkübasyon periyoduna bağlı olarak farklı fenol 

konsantrasyonu ve yeast ekstrakt miktarlarındaki üreme yoğunluğu (F:fenol; Y:yeast 

ekstrakt)  

 

 

A235 izolatının tekrarlı ön-adaptasyon çalıĢmaları ile tek karbon kaynağı olarak 

maksimum 250 ppm fenol içeren ortamda uzun bir lag fazı aĢaması sonrasında 

geliĢebildiği belirlenmiĢtir (ġekil 4.5). Ġlk aĢamada yüksek fenol konsantrasyonu 

uygulamalarının substrat inhibisyonuna neden olduğu ve yüksek konsantrasyonlarda 

fenol yıkımında adaptasyon tekniğinin etkili olduğu bildirilmiĢtir (Masque ve ark., 

1987; Lob ve Tar, 2000). Ayrıca toksik özelliğe sahip fenolün adaptasyon tekniği ile 

daha etkili parçalanabildiği ve günümüzde endüstriyel proseslerdeki fenol degradasyon 

çalıĢmalarında ön basamak olarak adaptasyon tekniğinin kullanıldığı belirtilmiĢtir 

(Bastos ve ark., 2000). Pseudomonas fluorescence KNU417 ile yapılan diğer bir 

çalıĢmada ise, aynı fenol konsantrasyonunda yapılan tekrarlı ön-adaptasyon 

denemelerinde fenol degradasyon oranında önemli bir artıĢın olmadığı bildirilmiĢtir 

(Kwon ve Yeom, 2009). Genel olarak fenol biyodegradasyonu ile ilgili belirli 

intraselüler enzimlerin ifadesinin indüksiyonunda ve yüksek fenol miktarının inhibisyon 
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etkisinin azatılmasında adaptasyon tekniği önemli olabilmektedir. Çünkü bazı 

intraselüler enzimler adaptasyon aĢamasında ifade edilerek mikroorganizmaların söz 

konusu fenol konsantrasyonunda geliĢebilmesini sağlamaktadır (Kumar ve ark., 2004).  

Toluenin, A235 izolatının fenol degradasyonunu ne ölçüde etkilediğinin 

belirlenmesi amacıyla fenol ve toluene adaptasyonu yapılmıĢ her bir izolatın 100 ppm 

fenolü parçalama sonuçları ġekil 4.6‟da verilmiĢtir.  

   

 

ġekil 4.6. Toluen ve fenole adapte edilmiĢ A235 izolatının 100 ppm fenol içeren 

ortamdaki zamana bağlı fenol biyodegradasyonu (%). (, toluene adapte edilmiĢ izolat;  

, fenole adapte edilmiĢ izolat)  

 

 

Membranda birikerek membran yapısını bozan toluen çok düĢük düzeylerde dahi 

çoğu mikroorganizma için toksik olabilmektedir (Ramos ve ark., 2002). Ancak halofilik 

arke suĢları, Haloarcula vallismortis, Haloarula OHF-1 ve OHF-2 ile yapılan 

çalıĢmada, suĢların yüksek tuz konsantrasyonlarında organik solventlere toleranslarının 

yüksek olduğu belirtilmiĢtir (Usami ve ark., 2005). Toluenin tek karbon ve enerji 

kaynağı olarak kullanıldığı diğer bir çalıĢmada ise toluenin  Halobacterium, 

Haloccoccus  ve Haloferax suĢlarının üremesini desteklediği bildirilmiĢtir (Mailem ve 

ark., 2010b). ÇalıĢmamızda toluene adapte edilen izolatın fenol yıkımında daha etkili 

olduğu saptanmıĢ olup, fenolü % 67.7 oranında parçaladığı, fenole adapte edilen 

izolatın ise %54 oranında fenolü parçaladığı tespit edilmiĢtir (ġekil 4.6). Tek bir 

aromatik bileĢiğe adapte edilen hücrelerin benzer yapıya sahip diğer aromatik 

bileĢiklerin asimilatif kapasitesini artırabildiği bildirilmiĢtir (Shimp ve Pfaender, 1985). 
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Non halofilik organizmalarla yapılan fenol yıkım çalıĢmalarında da benzer bulgulara 

değinilmiĢtir.  Alcaligenes xylosoxidans Y234 ile yapılan fenol biyodegradasyon 

çalıĢmalarında benzene adapte edilen hücrelerde daha yüksek fenol yıkım oranı 

saptanmıĢtır (Yeom ve ark., 1997).  Pseudomonas putida F1 ATCC 700007 (Pp F1)‟in 

fenol, benzen ve toluen biyodegradasyonu üzerine adaptasyonun etkisi ile ilgili yapılan 

çalıĢmada mikroorganizmaların bu üç kimyasala adaptasyonunun biyodegradasyon 

süresini azalttığı tespit edilmiĢtir. Aynı çalıĢmada toluen adaptasyonunun benzen 

adaptasyonuna göre fenol yıkımını daha fazla artırdığı belirtilmiĢtir (Abuhamed ve ark., 

2004). Pseudomonas sp. OX1 suĢunda, aromatik bileĢiklerin tek karbon ve enerji 

kaynağı olarak kullanılmasını sağlayan metabolik yolun baĢlangıç aĢamasında toluen 

monooksigenaz, fenol hidroksilaz ve kateĢol 2,3-dioksigenaz enzimleri yer almakta ve 

bu enzimler aromatik molekülleri oksidasyon reaksiyonları ile modifiye etmektedir. 

Modifiye edilen aromatik halkalar sonraki aĢamalarda meta enzimleriyle bölünerek 

açığa çıkan ürünler bakterinin yaĢaması için gerekli temel metabolik yollara 

girmektedir. Toluen monooksigenaz ve fenol hidroksilaz enzimleri geniĢ bir substrat 

spesifitesine sahiptir ve kendi doğal substratlarının yanı sıra çeĢitli aromatik 

hidrokarbonları da okside etmektedir (Powlowski ve ark., 1994; Cafaro ve ark., 2004; 

Tinberg, 2011). 

 

4.4. Üreme Kinetiği-Monod Modeli Sonuçları 

4.4.1. 50 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Üreme 

Eğrilerinin Hesaplanması 

 Karbon kaynağı olarak 50 ppm fenolde geliĢtirilen A235 izolatının kültür 

ortamındaki fenol konsantrasyonu ve hücre yoğunluğunun zamana bağlı değiĢimi ġekil 

4.7‟de verilmiĢtir.  

 A235 izolatının 50 ppm fenol konsantrasyonundan elde edilen hücre yoğunluk 

grafiğinden lag fazının olmadığı veya çok kısa sürdüğü anlaĢılmaktadır (ġekil 4.7). Ġlaç 

sanayi atıksularından izole edilmiĢ Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas 

pseudomallei ile yapılan kinetik çalıĢmalarda, her iki suĢ için düĢük fenol 

konsantrasyonlarında  lag  fazı   görülmediği    ancak  baĢlangıç   fenol  konsantrasyonu  
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ġekil 4.7. 50 ppm fenol varlığında A235 izolatının hücre yoğunluğu ve fenol     

konsantrasyonunun zamana bağlı değiĢim (, hücre yoğunluğu (kob/ml);  , fenol 

konsantrasyonu (mg/l))   

  

yüksek tutulduğunda lag fazının uzadığı bildirilmiĢtir (Afzal ve ark., 2007). ÇalıĢmada 

en yüksek hücre yoğunluğu üreme periyodunun 96. saatinde saptanmıĢ ve artan hücre 

yoğunluğuna bağlı olarak fenol konsantrasyonun da önemli bir azalma olduğu tespit 

edilmiĢtir. 144. saatin sonunda ortamdaki fenol konsantrasyonunun yaklaĢık olarak % 

80 oranında azaldığı belirlenmiĢtir. Ölüm fazında ise fenol konsantrasyonunun sabit 

kaldığı belirlenmiĢtir (ġekil 4.7).  

 50 ppm fenol varlığında üretilen A235 izolatının zamana bağlı ℓnx (hücre 

yoğunluğu) değiĢimi ġekil 4.8‟de verilmiĢtir.  

 
 

 
ġekil 4.8. A235 izolatının 50 ppm fenol konsantrasyonundaki ℓn (hücre yoğunluğu)‟in  

zamana bağlı değiĢimi   
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4.4.2. 75 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Üreme 

Eğrilerinin Hesaplanması 

 
 Karbon kaynağı olarak sadece 75 ppm fenol içeren besiyerinde geliĢtirilen 

A235 izolatının kültür ortamındaki fenol konsantrasyonu ve hücre yoğunluğunun 

zamana bağlı değiĢimi ġekil 4.9‟da verilmiĢtir. 

 

 

 
 

ġekil 4.9. 75 ppm fenol varlığında A235 izolatının hücre yoğunluğu ve fenol                            

konsantrasyonunun zamana bağlı değiĢimi (, hücre yoğunluğu (kob/ml); , fenol 

konsantrasyonu (mg/l))  

 

 

 A235 izolatının 75 ppm fenol konsantrasyonundan elde edilen hücre yoğunluk 

grafiğinden, lag fazının 48. saatte kadar sürdüğü saptanmıĢtır (ġekil 4.9). Fenol 

konsantrasyonunun lag fazında yavaĢ bir Ģekilde azaldığı gözlenmiĢtir. En yüksek hücre 

yoğunluğu üremenin 144. saatinde belirlenmiĢ olup, artan hücre yoğunluğuna bağlı 

fenol konsantrasyonunda ise önemli bir azalma olduğu tespit edilmiĢtir. 192. saatin 

sonunda ortamdaki fenol konsantrasyonunun yaklaĢık olarak % 72 oranında azaldığı 

belirlenmiĢtir. Hücreler ölüm fazına girdiğinde ise fenol konsantrasyonunun sabit 

kaldığı tespit edilmiĢtir.  

 75 ppm fenol varlığında üretilen A235 izolatının zamana bağlı ℓnx (Hücre 

yoğunluğu) değiĢimi ġekil 4.10‟da verilmiĢtir.  
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ġekil 4.10. A235 izolatının 75 ppm fenol konsantrasyonundaki ℓn (hücre yoğunluğu)‟in 

zamana bağlı değiĢimi 

 

 

4.4.3. 100 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Üreme 

Eğrilerinin Hesaplanması 

 

 Karbon kaynağı olarak sadece 100 ppm fenol içeren besiyerinde geliĢtirilen 

A235 izolatının kültür ortamındaki fenol konsantrasyonu ve hücre yoğunluğunun 

zamana bağlı değiĢimi ġekil 4.11‟de verilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.11. 100 ppm fenol varlığında A235 izolatının hücre yoğunluğu ve fenol 

konsantrasyonunun zamana bağlı değiĢimi (, hücre yoğunluğu (kob/ml);  , fenol 

konsantrasyonu (mg/l)) 
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 A235 izolatının 100 ppm fenol konsantrasyonundan elde edilen hücre 

yoğunluk grafiğinden lag fazının 48. saatte kadar sürdüğü belirlenmiĢtir. En yüksek 

hücre yoğunluğu 150. saatin sonunda tespit edilmiĢtir. Fenol konsantrasyonu ise 

yaklaĢık olarak ilk 24 saat sabit kalmıĢ ve artan hücre yoğunluğuna bağlı olarak azalma 

göstermiĢtir. Üreme periyodunun 216. saatinde ortamdaki fenol konsantrasyonunun 

yaklaĢık olarak % 54 oranında azaldığı tespit edilmiĢtir.  

 100 ppm fenol varlığında üretilen A235 izolatının zamana bağlı ℓnx (Hücre 

yoğunluğu) değiĢimi ġekil 4.12‟de verilmiĢtir.   

 

 
 

ġekil 4.12. A235 izolatının 100 ppm fenol konsantrasyonundaki In(hücre yoğunluğu)‟in 

zamana bağlı değiĢimi 

 

 

 

4.4.4. 125 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Üreme 

Eğrilerinin Hesaplanması  

  
 Karbon kaynağı olarak 125 ppm fenolde geliĢtirilen A235 izolatının kültür 

ortamındaki fenol konsantrasyonu ve hücre yoğunluğunun zamana bağlı değiĢimi ġekil 

4.13‟de verilmiĢtir. Hücre yoğunluk grafiğinden lag fazının 120. saatte kadar sürdüğü 

belirlenmiĢtir. En yüksek hücre yoğunluğu 168. saatin sonunda tespit edilmiĢtir. Fenol 

konsantrasyonu  ise lag fazının ilk 24 saatinde  sabit  kaldığı  ve ilerleyen süre içerisinde 
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ġekil 4.13. 125 ppm fenol varlığında A235 izolatının hücre yoğunluğu ve fenol 

konsantrasyonunun zamana bağlı değiĢimi (, hücre yoğunluğu (kob/ml);  , fenol 

konsantrasyonu (mg/l))            

     
 
hücre yoğunluğunda önemli bir artıĢ olmamasına rağmen fenol konsantrasyonunun 

azaldığı belirlenmiĢtir. Logaritmik fazda artan hücre yoğunluğuna bağlı olarak fenol 

konsantrasyonunda daha hızlı bir azalma olduğu belirlenmiĢtir. Üreme periyodunun 

192.saatte saatinde ortamdaki fenol konsantrasyonunun yaklaĢık olarak % 47.2 oranında 

azaldığı tespit edilmiĢtir.  

  125 ppm fenol varlığında üretilen A235 izolatının zamana bağlı ℓnx (Hücre 

yoğunluğu) değiĢimi ġekil 4.14‟de verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.14. A235 izolatının 125 ppm fenol konsantrasyonundaki ℓn(hücre yoğunluğu)‟in 

zamana bağlı değiĢimi 
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4.4.5. 150 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Üreme 

Eğrilerinin Hesaplanması 

 
 Karbon kaynağı olarak sadece 150 ppm fenol içeren besiyerinde geliĢtirilen 

A235 izolatının kültür ortamındaki fenol konsantrasyonu ve hücre yoğunluğunun 

zamana bağlı değiĢimi ġekil 4.15‟de verilmiĢtir. Hücre yoğunluk grafiğinden lag fazının 

120. saatte kadar tespit edilmiĢtir. En yüksek hücre yoğunluğu 192. saatin sonunda 

tespit edilmiĢtir. Fenol konsantrasyonu ise lag fazının ilk 24 saatinde sabit kaldığı ve 

ilerleyen süre içerisinde hücre yoğunluğunda önemli bir artıĢ olmamasına rağmen fenol 

konsantrasyonunun azaldığı belirlenmiĢtir. Logaritmik fazda artan hücre yoğunluğuna 

bağlı olarak fenol konsantrasyonunda lag fazına göre daha hızlı bir azalma olduğu 

saptanmakla birlikte azalmanın diğer fenol konsantrasyonlarına göre daha yavaĢ olduğu 

belirlenmiĢtir.  Üreme periyodunun 216. saatinde ortamdaki fenol konsantrasyonunun 

yaklaĢık olarak % 46.6 oranında azaldığı tespit edilmiĢtir.   

            

 

ġekil 4.15. 150 ppm fenol varlığında A235 izolatının hücre yoğunluğu ve fenol 

konsantrasyonunun zamana bağlı değiĢimi. (, hücre yoğunluğu (kob/ml);  , fenol 

konsantrasyonu (mg/l))    

 

 

 150 ppm fenol varlığında üretilen A235 izolatının zamana bağlı ℓnx (hücre 

yoğunluğu) değiĢimi ġekil 4.16‟da verilmiĢtir.  
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ġekil 4.16. A235 izolatının 150 ppm fenol konsantrasyonundaki ℓn(hücre yoğunluğu)‟in 

zamana bağlı değiĢimi 

 

 

4.4.6. 200 ppm Fenol Konsantrasyondaki Fenol Biyodegradasyonu ve Üreme 

Eğrilerinin Hesaplanması 

 
 Karbon kaynağı olarak sadece 200 ppm fenol içeren besiyerinde geliĢtirilen 

A235 izolatının kültür ortamındaki fenol konsantrasyonu ve hücre yoğunluğunun 

zamana bağlı değiĢimi ġekil 4.17‟de verilmiĢtir.                    

 

 

 

ġekil 4.17.  200 ppm fenol varlığında A235 izolatının hücre yoğunluğu ve fenol 

konsantrasyonunun zamana bağlı değiĢimi (, hücre yoğunluğu (kob/ml);  , fenol 

konsantrasyonu (mg/l)) 
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    A235 izolatının 200 ppm fenol konsantrasyonundan elde edilen hücre 

yoğunluk grafiğinde lag fazının 144. saatte kadar sürdüğü belirlenmiĢtir. En yüksek 

hücre yoğunluğu 216. saatin sonunda saptanmıĢtır. Fenol konsantrasyonu yaklaĢık 

olarak lag fazının ilk 72 saatinde sabit kaldığı ve ilerleyen süre içerisinde de fenol 

konsantrasyonunda önemli bir azalma olmadığı gözlenmiĢtir. Hücre yoğunluğunun 

artmasıyla birlikte fenol konsantrasyonun da azaldığı belirlenmiĢ, ancak azalmanın 

diğer fenol konsantrasyonlarındaki sonuçlara kıyasla daha yavaĢ olduğu tespit 

edilmiĢtir. 

           200 ppm fenol varlığında üretilen A235 izolatının zamana bağlı ℓnx (hücre 

yoğunluğu) değiĢimi ġekil 4.18‟de verilmiĢtir.  

 
ġekil 4.18. A235 izolatının 200 ppm fenol konsantrasyonundaki ℓn(hücre yoğunluğu)‟in 

zamana bağlı değiĢimi  

 

 Genel olarak baĢlangıç fenol konsantrasyonundaki artıĢa bağlı olarak lag 

fazının uzadığı (0-144 saat) ve hücre artıĢına bağlı olarak fenol yıkımının artmaya 

baĢladığı görülmektedir. Halofilik arkelerde fenol varlığında üreme kinetiği çalıĢması 

bulunmamakla birlikte halofilik ya da non-halofilik diğer bakterilerle yapılan çalıĢmalar 

mevcuttur. KarıĢık ılımlı halofilik bakteri kültürü ile yapılan fenol degradasyonu 

çalıĢmasında baĢlangıç fenol konsantrasyonu yüksek tutulduğunda lag fazınının arttığı 

ve spesifik büyüme hızının azalmasına bağlı hücre miktarının da azaldığı, bu durumun 

substrat inhibisyonundan kaynaklanabileceği belirtilmiĢtir. (Peyton ve ark., 2002). 

Rhodococcus ve bazidiyomiycetes grubuna dahil mayalarla yapılan diğer fenol 

degradasyonu çalıĢmasında da  lag büyüme fazının fenol toksisitesinin inhibisyonuna 
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bağlı olarak baĢlangıç fenol konsantrasyonunun artmasıyla artıĢ gösterdiği bildirilmiĢtir 

(Margesin ve ark., 2005). Pseudomonas fluorescence ve Pseudomonas aeruginosa ile 

yapılan karıĢık kültür fenol kinetik çalıĢmalarında, 100-500 mg/l arasında değiĢen 

baĢlangıç fenol konsantrasyonlarında lag fazının 0. saatten 18 saate ve degradasyon 

prosesinin ise 24. saatten 96. saate çıktığı bildirilmiĢtir (Agarry ve ark., 2008). 1100 

mg/l fenol konsantrasyonlarını tolere edebilme yeteneğindeki Xanthobacter flavus 

MTCC 9130 için artan baĢlangıç fenol konsantrasyonlarına bağlı olarak lag fazının 

arttığı bununla birlikte ortamdaki yüksek fenol konsantrasyonunun bakteri üzerinde 

negatif etkiye neden olduğu da gösterilmiĢtir (Nagamani ve ark., 2009). Li ve ark. 

(2010) Pseudomonas putida LY1 ile yaptıkları kinetik çalıĢmalarında lag faz 

uzunluğunun 0-25 saat arasında değiĢtiğini bildirmiĢtir.  

 
4.4.7. Monod Grafiği     

4.4.7.1. Maksimum Spesifik Büyüme Hızı (µmax) Değeri    

 Farklı konsantrasyonlarda çizilen ℓn (Hücre yoğunluğu)-zaman grafiklerinden 

hesaplanan spesifik büyüme hızının (µ) substrat konsantrasyonuna (mg/l) karĢı değiĢimi 

ġekil 4.19‟da verilmiĢtir. Substrat konsantrasyonuna bağlı spesifik geliĢme hızının 

belirlemek için Monod modeli  kullanılmaktadır (Bailey ve Ollis, 1986; Stanbury ve 

Whitaker, 1989; Telefoncu, 1995; Boulton ve ark., 1996; Marin, 1999;  Waites ve ark., 

2001).  

 

ġekil 4.19. A235 izolatının spesifik büyüme hızı (µ)‟nın substrat konsantrasyonuna 

bağlı değiĢimi  
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 A235 izolatının fenol varlığında oluĢturulan spesifik büyüme hızı-substrat 

konsantrasyonu grafiğinden, maksimum spesifik büyüme hızının (µmax) 0.015 h
-1 

olduğu bulunmuĢtur. Üremeyi sınırlayan substrat konsantrasyonu arttıkça spesifik 

büyüme hızı (μ) belli bir noktaya kadar artmıĢ ve kritik substrat konsantrasyonundan 

sonra bu değerin sabit kaldığı tespit edilmiĢtir. Termoasidofilik arke türü Sulfolobus 

solfataricus 98/2‟un geri beslemeli bioreaktör kullanılarak yapılan fenol kinetik 

çalıĢmalarında, spesifik büyüme hızının 0.034 h
-1 

olduğu bildirilmiĢtir (Christen ve ark., 

2010). KarıĢık ılımlı halofilik bakteri kültürünün kullanıldığı diğer bir çalıĢmada fenol 

varlığında spesifik büyüme hızının 0.09 ile 0.22 h
-1

 arasında değiĢtiği bildirilmiĢtir 

(Peyton ve ark., 2002). Ġlaç sanayi atık tuzlu suyundan izol edilmiĢ Pseudomonas 

aeruginosa ve Pseudomonas pseudomallei suĢlarının kullanıldığı fenol 

biyodegradasyonu çalıĢmasında ise, maksimum baĢlangıç fenol konsantrasyonundaki 

spesifik büyüme hızlarının sırasıyla 0.016 h
-1 

ve 0.013 h
-1 

olduğu bildirilmiĢtir (Afzal ve 

ark., 2007).  

 A235 izolatının fenole olan affinitesini belirlemek amacıyla 1/μ ve 1/S 

değerleri üzerinden çizilen grafikten (ġekil 4.20)  Ks değeri 71.4 mg/l olarak 

hesaplanmıĢtır. 

   

 

 
ġekil 4.20.  A235 izolatının 1/[S]-1/µ grafiği 

 

 Fenol içeren ortamlarda mikrobiyal büyüme kinetiğinin tanımlanması amacıyla 

farklı substrat tüketim ve inhibisyon modelleri kullanılmaktadır. Bu değiĢik modeller 
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içerisinde, Monod ve Andrew (Haldane) eĢitlikleri sıklıkla fenol biyoderadasyon 

kinetiğinin tanımlanmasında kullanılmaktadır (Bandyopadhyay ve  ark., 1998; Reardon 

ve ark., 2000; Peyton ve ark., 2002; Oboirien ve ark., 2005). Bu çalıĢma ile fenol içeren 

ortamda üretilen A235 izolatının üreme kinetiğinin belirlenmesinde monod modelinin 

uygun olduğu tespit edilmiĢtir.  

µmax değerinin yarısına eĢit olan Ks değeri ile mikroorganizmaların substrata 

olan afiniteleri arasında ters orantı bulunmaktadır (Pirt, 1975). Ks değeri arttığında 

mikroorganizmaların susbstrata olan ilgileri azalmaktadır. Yüksek fenol veya tuz 

konsantrasyonu içeren ortamlarda yapılan çalıĢmalarda Ks değerinin arttığı bildirilmiĢtir 

(González ve ark., 2001; Peyton ve ark., 2002; Agarry ve Solomon, 2008). 

ÇalıĢmamızda elde edilen Ks değerinden, yüksek tuz konsantrasyonunda üretilen A235 

izolatının fenol afinitesinin düĢük olduğu anlaĢılmaktadır. Pirt, (1975) mikrobiyal 

büyüme kinetiği ile ilgili çalıĢmasında baĢlangıç fenol konsantrasyonundaki artıĢın Ks 

değerinin artmasına ve µmax değerinin azalmasına neden olduğunu bildirmiĢtir. Fenol 

degradasyonu ile ilgili çalıĢmalarda yüksek fenol konsantrasyonlarının inhibe edici 

etkisi bildirilmiĢ olup, membran bütünlüğünün sağlanabilmesi için gerekli enerjinin 

belirlenmesi, verimli fenol yıkım koĢullarının tasarlanması ve endüstriyel proseslere 

uygun biyoreaktör tasarımının sağlanması için gereken bilgiler kinetik çalıĢmalarından 

elde edilerek endüstriyel alanlarda sıklıkla kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Onysko ve ark., 

2000; Bai ve ark., 2007). Fenol kinetik parametrelerinin (Ks, µ, µmax) fenol 

biyodegradasyonu sonucunda açığa çıkan 2-hidroksimukonik asit semialdehid, cis-cis 

mukonik asit gibi ara ürünlerin varlığından da etkilenmektedir. Bunun dıĢında Monod 

kinetik parametrelerini etkileyen değiĢik faktörler de bulunmaktadır. Monod kinetik 

parametreleri üzerinde diğer faktörlerin etkisi üzerinde bazı araĢtırmalar yapılmıĢtır. 

Monod saturasyon sabiti üzerinde sıcaklığın etkisi daha önceki çalıĢmalarda açıkça 

belirtilmemiĢtir. 

 

4.5. Fenol Biyodegradasyon Koşullarının Optimizasyon Sonuçları 

 A235 izolatı içerisinde karbon ve azot kaynağı olarak sadece 100 ppm fenolün 

bulunduğu ortamdaki koĢulların optimizasyon çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. En 

yüksek fenol parçalanma oranı ve hücre miktarının gerçekleĢtiği parametreler 

saptanmıĢtır. 
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4.5.1. Fenol Biyodegradasyonunun Fenol Konsantrasyonuna Bağlı Değişimi 

A235 izolatının 6 farklı fenol konsantrasyonu içeren ortamdaki fenol 

biyodegradasyonunun ve hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi sırasıyla ġekil 4.21 ve 

4.22‟de verilmiĢtir. Karbon kaynağı olarak içerisinde sadece fenolün bulunduğu 50, 75, 

100, 125, 150 ve 200 ppm fenol miktarlarındaki biyodegradasyon oranı sırasıyla % 80, 

72, 54, 47.2, 46.6 ve 13.5‟dur.  Buna göre en yüksek fenol degradasyon oranı (% 80) 

içerisinde karbon kaynağı olarak sadece 50 ppm fenol konsantrasyonunun olduğu 

ortamda gözlenmiĢtir. Artan fenol konsantrasyonunun fenol biyodegradasyonunu 

olumsuz yönde etkilediği saptanmıĢtır.  

 

 

 
 

ġekil 4.21. Farklı fenol konsantrasyonunda fenol degradasyonunun zamana bağlı                                                 

değiĢimi          

 

 

       Üreme kinetiği çalıĢmalarında olduğu gibi, yüksek fenol konsantrasyonunun A235 

izolatının geliĢmesini olumsuz yönde etkilediği görülmektedir. Benzer  Ģekilde Bacillus 

sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Fusarium sp., Phanerochaete chrysosporium, 

Corious versicolor ile yapılan biyodegradasyon çalıĢmalarında da yüksek fenol 

konsantrasyonunda substrat inhibisyonu nedeniyle üremenin negatif yönde etkilendiği 

bildirilmiĢtir (Peyton ve ark., 2002; Prieto ve ark., 2002).  
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ġekil 4.22. Farklı fenol konsantrasyonunda hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi  

 

               

4.5.2. Fenol Biyodegradasyonunun İnokulum Miktarına Bağlı Değişimi 

Optimum fenol konsantrasyonu ve 4 farklı inokulum miktarı içeren ortamdaki 

fenol biyodegradasyonunun ve hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi ġekil 4.23 ve 

4.24‟de verilmiĢtir. Buna göre en yüksek fenol degradasyon oranı ve hücre miktarı, %10 

inokulum varlığında belirlenmiĢ olup artan inokulum miktarına bağlı olarak lag fazı 

süresinin azaldığı tespit edilmiĢtir (ġekil 4.24). Fenol gibi toksik bileĢik içeren 

ortamlara transfer edilen inokulum hacminin biyodegradasyon üzerinde önemli olduğu 

ve belirli oranda artan inokulum miktarının fenol biyodegradasyonunu arttırdığı 

bildirilmiĢtir (Santos ve ark., 2001; Hong-xia, 2011). EkilmiĢ sulakalan arıtım 

sistemelerindeki Pseudomonas psudoalcaligenes hücrelerinin bulunduğu biyofilm 

aracılığıyla yüksek fenol giderimi sağlandığı ve bu durumun yüksek bakteri içeriği 

nedeniyle gerçekleĢtiği belirtilmiĢtir (Kurzbaum ve ark., 2010). Buna karĢın,  fenol 

biyodegradasyonunun tamamen bakteri miktarı ile iliĢkili olmadığı ve bakteri 

sayısından etkilenen yıkım oranlarının tam ve hızlı fenol biyodegradasyonu veya 

mineralizasyonunu gerçekleĢtirebilen bakteri populasyonundan kaynaklanabileceği 

bildirilmiĢtir (Klecka  ve ark., 2001).   
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ġekil 4.23. Farklı inokulum miktarında fenol degradasyonunun zamana bağlı değiĢimi 

 

 

 

ġekil 4.24. Farklı inokulum miktarında hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi  

 

 

 

4.5.3.  Fenol Biyodegradasyonunun NaCI Konsantrasyonuna Bağlı Değişimi 

 

Optimum fenol konsantrasyonu, inokulum miktarı ve 5 farklı NaCI 

konsantrasyonu içeren ortamdaki fenol biyodegradasyonunun ve hücre miktarının 

zamana bağlı değiĢimi ġekil 4.25 ve 4.26‟da verilmiĢtir. Buna göre en yüksek fenol 

degradasyon oranı ve hücre miktarı % 20 NaCI konsantrasyonunda belirlenmiĢtir. Ilımlı 
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halofilik mikroorganizmalardan fenolü parçalayabildiği tespit edilen Halomonas sp. 

suĢunun % 1-14, Halomonas organivorans ve Thalassobacillus devorans türlerinin % 

7.5-10, haloalkalifilik Halomonas campisalis‟in % 0-15, Halomonas venusta suĢunun % 

8, yağmur ormanlarından izole edilen Candida tropicalis‟in % 15 ve Alcaligenes 

faecalis‟in % 5.5 tuz varlığında fenolü yıkabildiği bidrilmiĢtir (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 atık sudaki 

fenolü % 5-15 NaCl‟de  % 99 oranında yıktığı belirtilmiĢtir (Woolard ve Irvine 1994, 

1995). Halofilik bakteri konsorsiyumu ile yapılan diğer bir çalıĢmada % 5 NaCI içeren 

ortamda fenol yıkımının % 99 oranında olduğu ancak artan tuz konsantrasyonunda (% 

15)  yıkım oranının azalarak % 14‟e düĢtüğü ve optimum NaCI miktarının ise % 5 

olduğu bildirilmiĢtir (Gayathri ve Vasudevan, 2010). Farklı tuzlu ortamlardan izole 

edilen halofilik bakteriler Arhodomonas aquaeolei ve Modicisalibacter tunisiensis‟in 

100g/l NaCI ve 3mM fenol bulunan ortamlarda geliĢebildiği ve fenolü parçalayabildiği 

gösterilmiĢtir (Bonfá ve ark., 2013).  

 

 

 
 

ġekil 4.25. Farklı NaCI konsantrasyonunda fenol degradasyonunun zamana bağlı    

değiĢimi  
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ġekil 4.26. Farklı NaCI konsantrasyonunda hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi 

 

4.5.4.  Fenol Biyodegradasyonunun pH’a Bağlı Değişimi 

Optimum fenol ve NaCI konsantrasyonu, inokulum miktarı ve 5 farklı pH‟a 

sahip ortamdaki fenol biyodegradasyonunun ve hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi 

ġekil 4.27 ve 4.28‟de verilmiĢtir. Buna göre en yüksek fenol degradasyon oranı ve 

hücre miktarı için pH‟nın 7.5 olduğu tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda kullandığımız 

A235 izolatı nötrofilik bir halofilik arke olup, alkalifilikler ve MHI-52-I suĢu hariç diğer 

halofilik arkelerin de büyük bir kısmının optimum üremesi nötral pH derecelerinde 

gerçekleĢmektedir (Minegishi ve ark., 2008; Bowers ve Wiegel, 2011). Halofilik arkeler 

dıĢında, ılımlı halofilik bakterilerden oluĢan karıĢık kültürle yapılan fenol degradasyonu 

kinetiği pH‟ı 7 olan ortamda çalıĢılmıĢtır (Peyton ve ark., 2002). Denizel kökenli ılımlı 

bir halofilik bakteri olan SM5 suĢu ile yapılan fenol yıkım çalıĢmasında baĢlangıç 

pH‟nın önemli olduğu ve nötr pH aralığında üreyen suĢun optimum fenol yıkımını pH 

7‟de gerçekleĢtirdiği bildirilmiĢtir (Hong-xia, 2011). Haloalkalifilik Halomonas 

campisalis‟te fenol fdegradasyonu için optimum pH‟nın 8-11 arasında olduğu 

belirtilmiĢtir (Alva ve Peyton, 2003). Non halofiliklerle yapılan fenol yıkım 

çalıĢmalarında ise optimum pH derecelerinin Ewingella americana için 7.5,  % 99.99 

giderim sağlayan mikrobiyal konsorsiyum için  8 ve petrolle kontamine olmuĢ 

topraklardan izole edilen Rhodococcus UKMP-5M için 7.5 olduğu bildirilmiĢtir 

(Khleifat, 2006; Hamitouche ve ark., 2010; Suhaila ve ark., 2013).  
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ġekil 4.27. Farklı pH değerlerinde fenol degradasyonunun zamana bağlı değiĢimi   

 

 

              

  

 

ġekil 4.28. Farklı pH değerlerinde hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi 

 

 

 

4.5.5.  Fenol Biyodegradasyonunun Sıcaklığa Bağlı Değişimi 

Optimum fenol ve NaCI konsantrasyonu, inokulum miktarı ve pH‟ya sahip  

ortamın 5 farklı sıcaklık derecesinde inkübasyonu sonucunda fenol 

biyodegradasyonunun ve hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi ġekil 4.29 ve 4.30‟da 

verilmiĢtir. Buna göre en yüksek fenol degradasyon oranı ve hücre miktarı için 
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sıcaklığın 37°C olduğu ve yüksek sıcaklık derecelerinde bu oranların önemli miktarda 

azaldığı tespit edilmiĢtir. Ekstrem halofilik arkeal türlerin yarısından fazlasının (% 63) 

optimum 40°C veya altındaki sıcaklık değerlerinde optimum ürediği ve bu yüzde dilimi 

içerisindeki mikroorganizmaların optimum sıcaklık değerlerinin 38-40°C olduğu 

bildirilmiĢtir (Bowers ve Wiegel, 2011).  Peyton ve ark. (2002) ılımlı halofilik 

bakterilerden oluĢan karıĢık kültürle fenol degradasyon kinetiği çalıĢmasını 30°C‟de 

gerçekleĢtirmiĢtir. Denizel kökenli SM5 suĢunun optimum fenol yıkımını (% 95.7) 

37°C de gerçekleĢtirdiği ve 28°C de yıkım oranının biraz daha azladığı (% 93.8) 

bildirilmiĢtir (Hong-xia, 2011). Bunların yanı sıra fenol yıkım çalıĢmalarında aĢırı 

yüksek ve düĢük sıcaklıkların biyodegradasyon oranını etkilediği de bildirilmiĢtir (Kargi 

ve Uygur, 1996). Pseudomonas putida bakterisi ile yapılan fenol yıkım çalıĢmasında, 

yüksek sıcaklığı bakteri aktivitesini negatif yönde etkilediği ve biyodegradasyon 

kapasitesini engellediği bildirilmiĢ ve 35°C‟den daha yüksek sıcaklıklarda fenol 

biyodegradasyon prossesinin temel basamağı olan benzen halkasının yarılmasından 

sorumlu bakteriyel enzim aktivitelerinin etkilenebileceği belirtilmiĢtir (Kira va ark., 

2000).   

 

 

 

ġekil 4.29. Farklı sıcaklık derecelerinde fenol degradasyonunun zamana bağlı değiĢimi   
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ġekil 4.30. Farklı sıcaklık derecelerinde (C)  hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi 

 

4.5.6.  Fenol Biyodegradasyonunun Çalkalama Hızına Bağlı Değişimi 

Optimum fenol ve NaCI konsantrasyonu, inokulum miktarı, pH ve sıcaklık 

derecesi belirlendikten sonra, kültür ortamının çalkalama hızının etkisini belirlemek 

amacıyla 3 farklı çalkalama hızı ve statik koĢulda inkübasyonu sonucunda fenol 

biyodegradasyonunun ve hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi ġekil 4.31 ve 4.32‟de 

verilmiĢtir. Artan çalkalama hızına bağlı olarak lag fazının kısaldığı ve fenol 

konsantrasyonunun azaldığı tespit edilmiĢtir. En yüksek fenol degradasyon oranı ve 

hücre miktarı için optimum çalkalama hızının 200 rpm olduğu belirlenmiĢtir. Halofilik 

arkeler aerobik ve heterotrofik karakterdedirler. Hipertuzlu sistemlerde oksijen 

çözünürlüğü azaldığından dolayı halofilik organizmaların kültürasyonu esnasında 

oksijenlenmeyi sağlamak için çalkalamalı inkübasyon koĢulları gerekmektedir 

(Schneegurt, 2012). Karbon kaynaklarının aerobik yıkımı, glioksilat döngüsü ve 

sitokrom zinciri içeren elektron transport sistemi ile trikarboksilikasit döngüsü 

temelinde gerçekleĢmektedir (Vaino ve ark., 2000). Aerobik mikroorganizmalar 

genellikle oksijen reaksiyonları yoluyla aromatik çekirdeğin aktivasyonu ile aromatik 

bileĢiklerin degradasyonunu gerçekleĢtirmektedirler (Pérez-Pantoja ve ark., 2009). 

Halofilik arkeler ile aromatik hidrokarbonların (polisiklik aromatik hidrokarbon, 

naftalin, antrasin, fenantrin, piren) biyodegradasyonu ile yapılan diğer bir çalıĢmada 

petrol ile kontamine olmuĢ alanlardaki degradasyon için bu mikroorganizmaların 
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oksijene ihtiyaç duyduğu ve artan oksijenlenme oranına bağlı olarak degradasyon 

hızında da bir artıĢ olduğu vurgulanmıĢtır (Bonfa ve ark., 2011).  

 

 

ġekil 4.31. Farklı çalkalama hızlarında fenol degradasyonunun zamana bağlı değiĢimi 

 

 

                        

ġekil 4.32. Farklı çalkalama hızlarında hücre miktarının zamana bağlı değiĢimi 

 

 

4.5.7.  Fenol Biyodegradasyonunun Yeast Ekstrakt Miktarına Bağlı Değişimi 

Optimum fenol ve NaCI konsantrasyonu, inokulum miktarı, pH, sıcaklık 

derecesi ve çalkalama hızı belirlendikten sonra, yeast ekstrakt miktarının etkisini 

belirlemek amacıyla 4 farklı yeast ekstrakt miktarı ve yeast ekstrakt içermeyen ortamda 
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inkübasyon sonucunda fenol biyodegradasyonunun ve hücre miktarının zamana bağlı 

değiĢimi ġekil 4.33 ve 4.34‟de verilmiĢtir.  

 

 
ġekil 4.33. Farklı yeast ekstrakt miktarında fenol degradasyonunun zamana bağlı 

değiĢimi                  

 

 

 

 
ġekil 4.34. Farklı yeast ekstrakt konsantrasyonunda hücre miktarının zamana bağlı                                          

değiĢimi 

 

 

Fenol degradasyonu için optimum yeast ekstrakt miktarı % 0.025 olarak 

bulunmuĢtur. Daha yüksek yeast ekstrakt konsantrasyonlarında ise fenol yıkımının 

azaldığı tespit edilmiĢtir. Yüksek tuz konsantrasyonlarında yaĢamaya adapte olan 
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ekstrem canlıların daha fazla besinsel ihtiyaçlara gereksinim duyduğu ve bu nedenle 

kompleks besin içeriklerinin yüksek tuz konsantrasyonlarındaki canlıların geliĢimini 

stimüle ettiği vurgulanmaktadır (Oren ve ark., 1992). AĢırı tuzlu ortamlardan izole 

edilen arke suĢunun (EH7) yeast ekstakt, pepton ve kazamino varlığında ekosan 

(C20H42) degradasyonunu hızlandırdığı ve yıkım süresini azaltığı belirtilmiĢtir (Bertrand 

ve ark., 1990). Carla ve ark. (2004) Halofilik ve halotolerant mikrosom tarafından 

BTEX bileĢiklerinin degradasyon hızının yeast ekstrakt, vitamin ya da iz element 

ilavesiyle artığını bildirmiĢtir. Gladyshev ve ark. (1998) yüksek konsantrasyonda 

inorganik besinlerin fenol yıkımını arttırdığını organik besinlerin ise azalttığını 

bildirmesine rağmen Woolard ve Irvine (1995), ortama eklenen yeast ekstraktın ılımlı 

halofillerde fenol yıkım verimini arttırdığını belirtilmiĢtir. Pseudomonas putida ile 

yapılan fenol biyodegradasyonunda, 0.05-0.25 (g/l) arasında değiĢen miktarlardaki yeast 

ekstraktın etkisi incelenmiĢ olup, 0.05 ile 0.15 (g/l) arasında artan yeast ekstrakt 

miktarına bağlı olarak fenol yıkımının da % 50-98 arasında arttığı, 0.15 g/l üzerindeki 

konsantrasyonun ise fenol yıkımını arttırmadığı belirtilmiĢtir (Annadurai ve ark., 2008). 

Ayrıca fenol yıkım çalıĢmalarında glukoz, yeast ektrakt ve (NH4)2 SO4 gibi besinlerin 

adaptasyon çalıĢmalarında kullanılmasının fenol yıkım yeteneğini hızlandırdığı da rapor 

edilmiĢtir (Al-Khalid ve El-Naas, 2012).  

A235 izolatında artan yeast ekstrakt miktarlarına bağlı olarak hücre 

yoğunluğunun arttığı tespit edilmiĢtir (ġekil 4.34). Halofilik bakteriyel konsorsiyum ile 

yapılan fenol biyodegradasyon çalıĢmalarında toksik bir substrat olan fenol varlığında 

ortama ilave edilen yeast ektraktın mikrobiyal geliĢimi destekleyip artırmasına bağlı 

olarak fenol giderimini de hızlandırdığı belirlenmiĢtir (Veenagayathri ve Vasudevan, 

2010). Yeast ekstrakt içerdiği bazı amino asitler, peptitler, vitaminler ve pirüvik asit 

dahil bazı organik asitler nedeniyle mikroorganizmaların üremesine destek 

sağlamaktadır (Annadurai ve ark., 2008). 

 
4.6.  Fenol Degradasyon Ürünlerinin Analiz Sonucu 

 Optimum fenol biyodegradasyon koĢullarında ve fenol varlığında üretilen 

A235 izolatının fenol biyodegradasyonunu, meta-yıkım yolu üzerinden gerçekleĢtirdiği, 

orto-yıkım yolunu kullanmadığı belirlenmiĢtir. Fenol degradasyon ürünlerinin 

biyokimyasal analizinin son basamağında reaksiyon ortamına kateĢol ilavesi sonrası 
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oluĢan sarı renk (ġekil 4.36), fenolün meta yıkım yolu üzerinden parçalandığını 

göstermektedir.  

 

                    
ġekil 4.35. A235 izolatında meta-yıkım analizi sonucunda oluĢan sarı renk 

 

 

 Aerobik halofilik ve ılımlı halofilik bakterilerin fenolü, temelde meta- ve orto- 

yıkım yolu ile parçaladığı, bazılarının bu iki yoldan sadece birini bazılarının ise her iki 

metabolik yolu kullanarak fenolü parçaladığı bildirilmiĢtir (Jiang ve ark., 2006; Borgne 

ve ark., 2008). Degradasyon yolağını karakterize edebilmek için en basit yaklaĢımlardan 

biri katabolik enzim varlığının analiz edilmesidir (Cao ve ark., 2008).  ErdoğmuĢ ve ark. 

(2013), halofilik arke izolatlarıyla 4 farklı aromatik hidrokarbon yıkımı çalıĢması 

neticesinde, uyguladıkları Rothera test sonuçlarına bağlı olarak sarı meta yıkım 

ürünlerinin oluĢmamasından dolayı parçalanmanın orto yıkım ile gerçekleĢtiği ve enzim 

çalıĢmalarının da bunu desteklemesine bağlı olarak biyokimyasal testlerin metabolik 

yolun belirlenmesinde destekleyici rollerinin olduğunu vurgulamıĢlardır. Fenolle 

kontamine olmuĢ farklı bölgelerden izole edilen ılımlı halofilik bakteriyel konsorsiyumu 

ile yapılan degradasyon metabolik yolunu belirleme ve enzimlerle ilgili çalıĢmada fenol 

degradasyonu süresince ara ürün olarak cis,cis mukonik asit oluĢtuğu, 4-klorofenol 

yıkımında ise ara ürün olarak 5-kloro-2-hidroksimukonat oluĢtuğu belirlenmiĢtir. Bu 

sonuçlardan ılımlı halofilik bakteri konsorsiyumunun, fenol biyodegradasyonunda orto-

yıkım yolunu kullandığı, 4-klorofenol degradasyonunda ise meta-yıkım yolunu 

kullanarak parçalayabildiği tespit edilmiĢtir (Veenagayathri ve Vasudevan, 2011). 

Maskow ve Kleinsteuber (2004), tek karbon ve enerji kaynağı olarak fenolü kullanan 

haloalkalifil Halomonas EF11 suĢunda fenolün, yüksek C/N oranında meta yolu ile 

düĢük C/N oranında ise orto yolu ile asimile edildiğini belirtmiĢtir. Ilımlı halofilik 

bakteri türü Halomonas organivorans ile aromatik bileĢiklerin degradasyonu 

çalıĢmasında ise kateĢolün orto yolu ile yıkıldığı belirtilmiĢtir (Garcia ve ark., 2005b). 
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4.7. Fenol Biyodegradasyonunda Rol Oynayan Enzimlerin Tarama Sonucu 

 Aerobik ortamlarda fenol önce multikomponent bir fenol hidroksilaz ile 

kateĢole sonra orto veya meta yıkım yolu üzerinden temel metabolizma ara ürünlerine 

parçalanır. Fenol halkasındaki ilk açılmanın, orto-yıkım yolunda kateĢol 1,2- 

dioksigenaz veya meta-yıkım yolunda kateĢol 2,3-dioksigenaz ezimi ile katalize 

edilmesine bağlı olarak cis-mukonik asit yada  2-hidroksimukonik semialdehid oluĢur 

(Gurujeyalakshmi ve Oriel, 1988; Nordlund ve ark., 1990). Fenol metabolizmasına 

giren bu üç enzim intrasellüler ve indüklenebilir özelliktedir (Bastos ve ark., 2000; 

Alexieva ve ark., 2010;Yemendzhiev ve ark., 2012). ErdoğmuĢ ve ark. (2013), halofilik 

arke izolatlarıyla 4 farklı aromatik hidrokarbon yıkımı çalıĢması neticesinde, 

degradasyonun orto metabolik yolu üzerinden gerçekleĢtiğini bildirmiĢtir. Halomonas 

suĢları ile yapılan çalıĢmalarda, fenolün orto yolu üzerinden parçalandığı belirtilmiĢtir 

(Hinteregger ve Schreiber, 1997; Alva ve Peyton, 2003). Haloalkalifik Halomonas 

EF11 suĢunda fenol yıkım yolunun kültür ortamındaki C/N oranına bağlı olarak orto ya 

da meta yolu üzerinden gerçekleĢtiği bildirilmiĢtir (Maskow ve Kleinsteuber, 2004). 

A235 izolatında fenol yıkımında rol oynayan enzimlerin tarama çalıĢmalarından elde 

edilen veriler ise parçalanmanın kateĢol 2,3-dioksigenaz ile gerçekleĢtirildiğini 

göstermiĢtir. Enzim tarama sonucunda elde edilen bulgularla ve fenol degradasyon ürün 

analizi çalıĢmaları (ġekil 4.36) birbirini desteklemiĢtir.   

 
4.7.1. Kateşol 2,3-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin Optimizasyon Sonuçları 

Optimum fenol biyodegradasyon koĢullarında ve fenol içeren ortamda 

geliĢtirilen A235 izolatının kateĢol 2,3-dioksigenaz enziminin optimum aktivite 

gösterdiği KCI konsantrasyonu, sıcaklık derecesi ve pH değeri belirlenmiĢtir. 

 

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

Enzim aktivitesi üzerine KCI konsantrasyonunun etkisini belirlemek amacıyla 5 

farklı tuz deriĢiminde alınan sonuçlara göre en yüksek aktivite 2M KCI deriĢiminde 7.5 

µmol/dk olarak bulunmuĢtur (ġekil 4.37). Halofilik arkeler, ortamlarındaki yüksek 

miktarda bulunan NaCI ve diğer tuzlara karĢı ozmotik dengeyi sağlamak amacıyla hücre 

içerisinde yüksek miktarda KCI biriktirirler. Bu nedenle intraselüler enzimleri 4 M 

kadar yüksek KCI konsantrasyonlarında aktif ve stabil kalmaktadır (Danson ve Hough 
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1998; Oren ve Mana, 2002). Haloferax sp. D1227A suĢundan saflaĢtırılan gentisat 1,2-

dioksigenaz enziminin maksimum aktivitesini 2 M KCI ya da NaCI‟de gösterdiği 

bildirilmiĢtir (Fu ve Oriel, 1998). Diğer haloarkeal kaynaklı intraselüler enzimlerden, 

Haloferax volcanii ligazının (Hv LigN) 3.2 M KCI‟de maksimum aktivite gösterdiği, 

NaCI‟nin ise aktivite üzerinde önemli bir etkiye sahip olmadığı belirtilmiĢtir (Ortega ve 

ark., 2011). Haloferax mediterranei aldolazı ile yapılan diğer bir çalıĢmada ise 

maksimum aktivitenin 0.5 M KCI varlığında gerçekleĢtiği belirlenmiĢtir (D‟Souza ve 

ark., 1997).   

 

ġekil 4.36. KateĢol 2,3-dioksigenaz aktivitesi üzerine KCI etkisi  

 

 

 

4.7.1.2. Kateşol 2,3-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin Sıcaklık Optimizasyon Sonucu  

Optimum tuz konsantrasyonu belirlenen enzim aktivitesi üzerine sıcaklığın 

etkisini belirlemek amacıyla 7 farklı sıcaklık derecesinde alınan sonuçlara göre en 

yüksek aktivite 42°C‟de 13.64 µmol/dk olarak bulunmuĢtur (ġekil 4.38). Enzimin 

maksimum aktivite gösterdiği sıcaklık derecesinden hafif termofilik bir karaktere sahip 

olduğu söylenebilir. Haloarkeal ekstremozimlerin sadece tuza toleranslı olmayıp aynı 

zamanda termofilik karakterde olduğunun bildirilmiĢtir (Madern ve ark., 2000; Ozcan 

ve ark., 2009). Non halofilik organizmalardan izole edilen kateĢol 2,3-dioksigenazın 

maksimum aktivite gösterdiği sıcaklık derecelerinin;  Pseudomonas sp. ZJF08 için 

30°C, P. S-47 için 35°C, gram pozitif Planococcus sp. S5 için 60 °C, termofilik bakteri 



67 

 

Bacillus thermoleovorans A2 için 70 °C olduğu bildirilmiĢtir (Kim ve ark., 1997; Milo 

ve ark., 1999; Zou ve ark., 2007; Hupert-Kocurek ve ark., 2012).  

 

 

 
 

ġekil 4.37. KateĢol 2,3-dioksigenaz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi 

 

 

 

 4.7.1.3.  Kateşol 2,3-dioksigenaz Enzim Aktivitesinin pH Optimizasyon Sonuçları 

Optimum tuz konsantrasyonu ve sıcaklık derecesi belirlenen enzim aktivitesi 

üzerine pH‟nın etkisini belirlemek amacıyla 6 farklı pH‟da alınan sonuçlara göre en 

yüksek aktivite pH 8‟de 15.92 µmol/dk olarak bulunmuĢtur (ġekil 4.39). Ilımlı halofilik 

 

 
 

ġekil 4.38. KateĢol 2,3-dioksigenaz aktivitesi üzerine pH‟nın etkisi  
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bakteri konsorsiyumu ile yapılan çalıĢmalarda ise kateĢol-2,3-dioksigenaz enzim 

aktivitesi için optimum pH değerinin 7 olduğu ve pH 8‟de aktivitenin azaldığı 

bildirilmiĢtir (Veenagayathri ve Vasudevan, 2011). Halofilikler haricinde diğer 

organizmalarla yapılan çalıĢmalarda ise optimum pH değerlerinin, termofilik arke 

Sulfolobus solfataricus 98/2 suĢu için 7.0-7.5, termofilik bakteri Bacillus 

thermoleovorans A2 için 7.2, Planococcus sp. S5 için 8 olduğu belirtilmiĢtir (Murakami 

ve ark., 1998; Milo ve ark., 1999; Hupert-Kocurek ve ark., 2012).  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bilinen en toksik ve tehlikeli organik kirleticiler arasında yer alan fenol ve 

türevleri endüstriyel atık sularda sıklıkla bulunmaktadır. Dünya çapında, yağ rafineleri, 

patlayıcı madde, farmasötik, plastik, kâğıt, boya, ilaç, pestisit ve antioksidan üretimi 

gibi bir çok prosesten kaynaklanan ve fenolik bileĢikleri içeren endüstriyel atık suların 

büyük bir kısmında farklı konsantrasyonlarda fenol bulunmaktadır. Günümüzde, çevre 

kirliliğinin engellenmesi amacıyla fenollü atık sulara uygulanan fiziksel ve kimyasal 

arıtımda kullanılan yöntemlere kıyasla çevre dostu,  düĢük maliyetli ve toksik 

metabolitleri tamamen mineralize edebilme gibi avantajları bulunan biyolojik süreçler 

önem kazanmıĢtır. Bunlardan biyodegradasyon, fenolik kontaminantların 

uzaklaĢtırılmasında temel mekanizmayı oluĢturmaktadır. Mikrobiyal degradasyon, atık 

sulardaki fenol giderimi için tercih edilen bir metod olmasına rağmen, yüksek tuz 

konsantrasyonlarının tolere edilmesi noktasında bazı kısıtlamaları bulunmaktadır. Tuzlu 

çevrelerde fenol ve fenolik bileĢiklerin biyoremediasyonunun konvansiyonel 

mikroorganizmalar ile gerçekleĢtirilmesi mümkün değildir. Özellikle yüksek miktarda 

tuz içeren endüstriyel atık sulardaki fenol biyodegradasyonunun halofilik 

organizmalarla gerçekleĢtirilmesini kaçınılmaz kılmaktadır. Hücreleri ve enzim 

aktiviteleri için yüksek tuz konsantrasyonuna adapte olmuĢ ekstrem halofilik 

organizmaların fenol ve diğer organik bileĢiklerin giderimi yönünden sahip oldukları 

biyoteknolojik potansiyelleri birçok araĢtırmacının ilgisini çekmektedir. Ancak ekstrem 

halofillerin kullanıldığı biyodegradasyon çalıĢmaları sınırlı sayıda bulunmaktadır. 

Organik bileĢiklerin büyük bir kısmını oluĢturan fenolik maddelerin tuzlu 

ortamlardaki giderimi ile ilgili biyoteknolojik proseslerin genelinde ılımlı halofilik 

bakteriler kullanılmıĢtır. Ancak, aĢırı tuzlu ortamlarda bu organizmalar yetersiz 

kalabildiği için, halofilik arkeler ön plana çıkarak önemli bir alternatif oluĢturmaktadır. 

Ekstrem tuzlu ortamlarda hidrokarbonların biyodegradasyonunda halofilik arkelerin 

kullanılması ile ilgili çalıĢmalar oldukça sınırlı olmakla birlikte spesifik olarak arkeal 

fenol yıkımını içeren herhangi bir çalıĢmaya henüz rastlanmamıĢtır. Bu çalıĢma ile ilk 

olarak halofilik arkelerin fenol biyodegradasyon potansiyeli belirlenmiĢ olup, çalıĢma 

konusunun bu yönüyle özgün olduğu aĢikardır. 

ÇalıĢma kapsamında Türkiye‟nin çeĢitli tuzlu bölgelerinden izole edilmiĢ 123 

halofilik arke ve halofilik/halotolerant bakteri izolatlarının fenollü ortamda geliĢebilme 
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ve fenol degradasyon potansiyelleri belirlenmiĢtir. Katı ve sıvı ortamlarda kademeli 

fenol tarama iĢlemleri sonrasında seçilen izolatlar arasından 200 ppm fenol 

konsantrasyonunda üreyebilen 8 izolat, bu izolatlar arasından ise A235‟in tek karbon ve 

enerji kaynağı olarak fenolü en yüksek oranda (% 42) parçalayabildiği belirlenmiĢtir. 

Toksik bir madde olan fenolün yüksek konsantrasyonlarının organizmanın geliĢimini 

inhibe etmesini engellemek için kademeli bir Ģekilde normal karbon kaynağı olarak 

kullanılan yeast ekstrakt miktarı azaltılıp fenol konsantrasyonu artırılarak izolatın 

yüksek fenol konsantrasyonuna adaptasyonu sağlanmıĢtır. Fenol adaptasyon çalıĢması 

sonucunda fenol konsantrasyonundaki artıĢın ve yeast ekstrakt miktarındaki azalmanın 

lag fazının uzamasına neden olduğu ve yeast ekstrakt miktarının fenolün büyümeyi 

inhibe edici özelliğine karĢı önemli bir avantaj kazandırdığı tespit edilmiĢtir. Ayrıca 

toluen kullanılarak yapılan çapraz adaptasyonla birlikte fenol yıkımının yaklaĢık %14 

daha fazla arttığı bulunmuĢtur. 

Fenollü ortamda geliĢtirilen A235 izolatının µ (spesifik büyüme hızı), µmax 

(maksimum spesifik büyüme hızı) ve Ks (Doygunluk sabiti= Monod sabiti) gibi hücre 

büyüme kinetik parametreleri hesaplanmıĢ ve izolatın fenol büyüme kinetiğinin 

belirlenmesinde Monod modelinin uygun olduğu tespit edilmiĢtir. A235 izolatı ile 

yüksek tuz konsantrasyonlarında yapılan kinetik çalıĢmalarında µmax değeri 0.015h
-1

 

ve Ks değeri ise 71.4 mg/l olarak bulunmuĢtur. 

 Tek karbon ve enerji kaynağı olarak 50, 75, 100, 125, 150 ve 200 ppm 

konsantrasyonlarında fenol içeren ortamlarda A235 izolatının fenol biyodegradasyon 

oranlarının sırasıyla %80, 72, 54, 47.2, 46.6 ve 13.5 olduğu bulunmuĢtur. Fenol 

biyodegradasyonu yüksek iyonik güç, pH, sıcaklık ve diğer karbon kaynaklarından 

etkilendiğinden dolayı, A235 izolatının fenol yıkımı üzerine ortam koĢullarının etkisi 

incelenmiĢ ve 100 ppm fenol varlığında optimum yıkımın; % 20 NaCl konsantrasyonu, 

%10 inokulum miktarı, pH 7.5,  37 °C ve 200 rpm‟de gerçekleĢtiği tespit edilmiĢtir.  

A235 izolatının hangi metabolik yol üzerinden fenolü kateĢol 2,3-dioksigenaz 

enzimini kullanarak meta-yıkım yolu ile parçaladığı belirlenmiĢtir. A235 suĢundan izole 

edilen kateĢol 2,3-dioksigenaz enziminin optimum aktivitesini 2M KCl, 42 °C ve pH 

8‟de  gösterdiği (15.92 mol/dak) saptanmıĢtır. 

Günümüzde biyoremediasyon kapsamında uygulanan biyodegradasyon 

çalıĢmaları kirleticileri yok etmek ya da toksinlerinden arındırmak için mükemmel bir 
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strateji olarak kabul edilmektedir. Halofilik organizmalar fenol içeren yüksek tuzlu 

endüstriyel atık suların biyodegradasyon için potansiyeli yüksek organizmalardır. Arke 

kaynaklı biyodegradasyon çalıĢmalarında reaktör ölçekli üretimlerinin arttırılmasıyla 

endüstiriyel alanda kullanılabilirliğinin de önemli ölçüde artacağı düĢünülmektedir. 

Ayrıca hücre immobilizasyon tekniklerinin geliĢtirilmesi ve uygun tekniğin fenol 

biyodegradasyon çalıĢmalarına uyarlanmasının etkili olabileceği de düĢünülmektedir.  

Sonuç olarak; bu çalıĢma ile ilk kez bir halofilik arkenin fenolü yıkabildiği ve 

tek karbon ve enerji kaynağı olarak kullanabildiği fenolün 3,4 M tuz konsantrasyonunda 

optimum biyoyıkımını gerçekleĢtirdiği ortaya konmuĢtur. ÇalıĢmamızdaki tuz 

konsantrasyonu göz önüne alındığında ekstrem halofilik özelliğe sahip prokaryotların, 

fenolle kirli hipertuzlu ortamların biyoremediasyonu, otomatik olarak temizlenmesi 

(self-cleaning) yada biyodegradasyonu için elveriĢli biyolojik materyaller olabileceğini 

ortaya koymaktadır. 
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