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Ozet

Bu calismada, Pseudomomas aeruginosa ile onun Vitreoscilla hemoglobin geni klonlanmig
rekombinant susunun Onemli endiistriyel aromatik Kkirleticilerden birisi olan benzoik asit yikim
yetenekleri arastirilmistir. Pseudomonas aeruginosa ve gesitli suslari gen transferi ve ekspresyonu gibi
calismalarda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bakterilerin, ¢ogu canlilar i¢in zararli olan
bircok heterohalkasal aromatik bilesikleri dogal olarak yikma potansiyeline sahip olmalari, onlara olan
ilgiyi arttirmistir. Bu ¢alismada Vitreoscilla sp.’den elde edilen bakteriyel hemoglobin (VHb) geni (vgb)
klonlanmis rekombinant bir sus (PaJC) kullanilarak, iyi bir oksijen alim sistemi olan VHb’nin bu
rekombinantin benzoik asiti yikma potansiyeline etkisi yabanil tip konakg¢i bakteri ile karsilagtirmali
bigimde ¢alisilmigtir.

Anahtar kelimeler: Benzoik asit, Bakteriyel hemoglobin, Vitreoscilla hemoglobini, Pseudomonas
aeruginosa

Degradation of Benzoic Acid by Pseudomonas aeruginosa
engineered with Vitreoscilla Hemoglobin Gene

Abstract

This study is concerned with the potential use of Pseudomomas aeruginosa and its recombinant
strain carrying Vitreoscilla hemoglobin gene for degradation of an important harmful aromatic
compound, the benzoic acid. Pseudomonas aeruginosa and its various strains are widely known for their
ease of use characteristics allowing gene transfer and expression. Moreover, a great deal of interest was
paid when it was discovered that these bacteria could be utilized for the degradation of many heterocyclic
aromatic compounds. In this study, a recombinant strain (PaJC) of P. aeruginosa cloned with bacterial
hemoglobin (VHb) gene (vgb) from Vitreoscilla sp. was studied in comparison to the wild-type host strain
for its benzoic acid degradation potential.
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1. Giris

Cagdas yasamin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan kirlilik, glinlimiizde iizerinde en ¢ok
durulan ancak, en az ¢6ziim getirilebilen konularindan biridir. Bu ¢esit kirlilikten bir tanesi de
petrol ve onun rafine iriinleri iginde onemli oranlarda bulunan benzen ve onun alkillenmis
tiirevleri olan tipik aromatik halkali bilesiklerdir. Esasen, tiim aromatik hidrokarbonlar birer
benzen tiirevidir. Bu bilesikler her ne kadar yapi1 olarak halkasal alkanlara benzerlik gosterseler
de, daha kararhidirlar ve alkanlarin ugradiklar1 reaksiyonlara ugramazlar. Bu nedenle, daha
tehlikeli cevresel kirleticiler olarak goriilmektedirler. Canlilar tarafindan yapilmayan bu
maddeler dolayisi ile hemen biitiin canlilar i¢in toksik 6zellik tasirlar. Bu maddeler ile kirlenmis
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cevrelere uygulanan fiziksel ve kimyasal dekontaminasyon metotlar1 tam ve etkili bir ¢6ziim
getirmekten uzaktir. Dolayisi ile son yillarda bu tiir islemler i¢in biyokimyasal metotlarin
potansiyel kullanilabilirligi arastirilmis ve Ozellikle bu maddeleri daha zararsiz bilesiklere
yikmak i¢in gerekli olan gen sistemleri ile donatilmis Pseudomonas bakteri tiirlerinin alternatif
kullanim alan1 bulabilecegi saptanmustir.

Benzoik asit, gidalarda mikrobik bozulmay1 énlemek igin kullanilir. En ¢ok kullanildigi
alanlar, meyve suyu, marmelat, recel, gazli icecekler, tursular, ketcap ve benzeri iirlinlerdir.
Benzoik asit, genellikle sodyum tuzu olarak (sodyum benzoat) kullanilir. Tlave edildigi gidanin
tadin1 etkiler. Benzoik asitin kimyasal yapis1 Sekil 1’de verilmistir.

COOH

Sekil 1. Benzoik asitin kimyasal yapisi

Pseudomonas tiirleri biiyiik cesitlilik gdsteren toksik kimyasallarin biyolojik yikimini
gerceklestirebilmektedirler [1- 3]. Aerobik ve kemoorganotrof olan Pseudomonas tiirlerinin
bazilar1 da fakiiltatif kemolitotrof olup heterosiklik ve aromatik maddeleri yikma veya hiicresel
enerji ve materyal olarak kullanma kabiliyetindedirler [4, 5]. Aerobik sartlar altinda, aromatik
hidrokarbonlar, bakteri oksijenazlari tarafindan okside edilebilirler. Bu enzimler, aromatik
halkanin i¢ine molekiiler oksijenin girmesini NAD(P)H bagh olarak katalizlerler [6].

Vitreoscilla gram-negatif zorunlu aerobik bir bakteri olup oksijence fakir cevrelerde
biiyiime egilimine sahiptir. Ilk bakteriyel hemoglobin, oksijence fakir ¢evrelerde bulunan
Vitreoscilla grubu bakterilerden izole edilmistir ve Vitreoscilla hemoglobini (VHD) olarak
adlandirilmigtir [7- 10]. Bu genin klonlanmis oldugu tiim organizmalarda, regiilasyonu oksijenle
olan bir ¢ok metabolit ve rekombinant proteinin sentezinde onemli artis gdzlenmistir. Ozellikle,
bakteri ve funguslarda VHb’nin solunumu ve biiylimeyi de arttirma yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. Bundan dolayi, VHb teknolojisi genel olarak oksijence fakir sartlarin bulundugu
alanlarda ve olusumlart belli kritik seviyede oksijen gerektiren biitiin biyoproseslerde
(biyoremediasyon’dan rekombinant protein iiretimine kadar) uygulama alani bulabilecektir [ 1,
11, 12]. “VHDb teknolojisi”nin kullanilmasi ile, toksik aromatik bilesiklerin mikrobiyal oksidatif
yikimlarinin arttig1 rapor edilmistir [13].

Yapilan bazi ¢alismalarda VHb’ nin Pseudomonas’larda biyoremediasyonu arttirmada
onemli bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir [11, 14]. Bunun en 6nemli nedenlerinden
birisi de yabanil tiirlere oranla VHb aktarilan tiirlerin daha yiiksek oksijen alinimina sebep
olmasidir [1, 8]. Ciinkii, bu tiir bir biyoproseste oksijen ¢ogu zaman sinirlayici rol
oynamaktadir.

Benzoik asit gibi aromatik maddeler ile kirlenmis dogal ¢evrelerde, oksijenlenmenin

yetersizligi nedeniyle bu aromatik bilesenlerin mikrobiyal yikimi olduk¢a gii¢ olmaktadir.
Aerobik kosullarin, aromatik halkalarm pargalanmasini kolaylastirdigt ve yikimi daha
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hizlandirdig1 bilinmektedir. Bu ¢aligmanin kapsaminda, kromozomuna transpozon dayali bir
rekombinasyon sistemi ile vgb geni aktarilmis [13] Pseudomonas aeruginosa ile gen
aktarilmamis yabanil tipin benzoik asitin yikim kapasiteleri kargilastirmali olarak ¢aligilmugtir.
Bu ¢esit aromatik bilesiklerin yikimlarimin, aktiviteleri oksijen gerektiren gesitli oksijenaz ve
deoksijenazlarla katalizlenen ve etkin bir oksijen alim ve kullanimini saglayan sistemle (VHb)
daha etkin olacag: diistiniilmiistiir.

2. Materyal ve Metod

2.1. Calismada kullanilan Pseudomonas aeruginosa ve vgb rekombinanti

Bu calismada Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 (NRRL B- 771) ve bu bakterinin
kromozomuna homolog rekombinasyon ile tek kopya halinde vgb entegre edilmis rekombinant
Pseudomonas aeruginosa (PaJC) kullanilmustir [13].

2.2. Calismada kullanilan kiiltiir ortami

Minimal ortam (MM)’1in hazirlanisinda, 1litre i¢in; 3 g Na,HPO,, 0.003 g CaCl,, 3 g
KH,PO,, 0.4 g MgSQ,, 0.5 g NaCl, 2.5 g (NH),SO, ve iz elementler; 0.025 g ZnSO,, 0.025 g
CuSQOy, 0.025 g MnSOy, 0.025 g FeSO,4 kullanilmistir [15- 17].

Besiyeri olarak kullanilan tiim kimyasallar otoklav edildikten sonra kullanilmistir.
Daha sonra besi ortamlar1 pH 7.0 olacak sekilde ayarlanmigtir. Minimal ortamlarda karbon
kaynagi bulunmamaktadir. Bu calismada besi ortami, bakteriler tarafindan ortama eklenen
benzoik asitin karbon kaynagi olarak kullanilip kullanilmadiginin tespit edilmesi amaci ile
kullanilmstir .

2.3. Minimal kiiltiir kosullar1

Oze ile tek koloni alinan hiicreler 6n adaptasyon icin 1.64 mM benzoik asit iceren 10
ml’lik MM besi ortami iceren tiiplere konulmustur. Tiipler, havalandirmali ¢alisma kosullar
icin 200 rpm ve az havalandirmali ¢aligma kosullar1 i¢in 50 rpm olacak sekilde 37 °C’ de
calkalamali su banyosuna konulmuslardir [18]. Yaklasik 17 saat sonra tiiplerden havalandirmali
calisma kosullari i¢in alinan 200 pul gece kiiltiiri 20 ml MM’a konulmus ve 50 rpm’lik az
havalandirmali ¢alisma kosullari i¢in 1000 ul gece kiiltiirii, igerisinde 100 ml MM bulunan 125
ml‘lik erlenlere ekim yapilmistir. Daha sonra kiiltiir baglangi¢ (To) ekimleri yapildiktan sonra
erlenlere 16 mM benzoik asit eklenilmistir. Buradan alinan 6rnekler, 10 ml steril % 0.85 NaCl
bulunan tiiplere konularak bakteri kiiltiirlerinin degisik sulandirmalar1 elde edilmistir. 2 saat ara
ile ilk 10 saatte alinan kiiltiirler LB plaklarina ekilmis ve ¢alismanin devaminda 24 saat ara ile
alman kiltiirler, 10 ml steril % 0.85 NaCl bulunan tiiplere konularak bakteri kiiltiirlerinin
degisik sulandirmalari elde edilmistir. Daha sonra LB plaklarina ekim yapilmistir. Plaklar 37 °C
etiivde 24 saat bekletilmis ve inkiibasyon sonucu olusan bakteri kolonileri sayilarak bakterilerin
logaritmik iireme egrileri olusturulmustur.

2.4. Verilerin istatiksel degerlendirmesi
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Calismada elde edilen tiim veriler en az {i¢ tekrarli bagimsiz deneylerin sonucu olup, her
iki bakteri susu arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark olup olmadig: ilgili veri noktasi i¢in
% 95 giivenilirlik seviyesinde #-testi yapilarak saptanmustir.

3. Bulgular

P. aeruginosa ve PaJC rekombinant bakterilerinin logaritmik ve duragan faz
hiicrelerinin 16 mM benzoik asit ve 200 rpm calkalamali ortamda ¢ogalma karakteristikleri
Sekil 2 a ve b’de verilmistir. Her iki sekil incelendigi zaman PaJC’nin, 6zellikle ilk 48 saatlik
Olciim araliginda P. aeruginosa’dan yiikksek bir biiyiime Kkarakteristigi gosterdigi
gdzlenmektedir. Ancak, sadece 4., 10. ve 24. saatlerde anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.05).

P. aeruginosa ve PaJC rekombinant bakterilerinin logaritmik ve duragan faz
hiicrelerinin 16 mM benzoik asit ve 50 rpm ¢alkalamali ortamda gogalma karakteristikleri
zamana bagl olarak yine Sekil 2 a ve b’de verilmistir. Her iki sekil incelendigi zaman, P.
aeruginosa’nin PaJC ile karsilastirildiginda sadece 6. ve 8. saatler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.05).

4. Tartisma

Calismamizda Pseudomonas aeruginosa’yr kullanmamizin en Onemli nedeni, bu
bakterinin biiyiik ¢esitlilik gosteren toksik kimyasallarin biyolojik yikimini gergeklestirebilmesi
ve solventlere en direngli bakteriler arasinda olmasidir [1-3]. P. aeruginosa, alifatik bilesikleri
minerallestirebilmektedir. P. aeruginosa suslari, tipik olarak hidrofobik substratlar {izerinde
biiylidiikleri zaman aktif denitrifiye edicidirler ve biyosiirfektan (ramnolipidler) iiretirler.
Ramnolipidler, biyoremediasyonda kullanilan ©nemli bilesiklerdir. Ramnolipid {ireten
organizmalarin en Onemli Ornekleri, Pseudomonas tirleridir. Bu sayede hidrokarbonlarin
hidrofilik hiicre duvarlarindan penetrasyonu kolaylasir ve organik maddelerin eriyebilirlikleri
artar. Pseudomonas tiirlerinin pek ¢ogunun organik solventlere toleransli olmalarinin sebebi
membranlarindaki doymamig yag asitlerinin frans izomerlerinde artis sonucunda hiicre
membranlarinin sertlik kazanmasidir. Bir diger yol ise, solventlerin membranlardaki aktif
pompa sistemi ile digar1 atilmasidir [19- 21].

Pseudomonas sp. tirleri klorobenzoik asit ve diklorobenzoik asidi mineral tuz
ortaminda yegane karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilen birka¢ mikroorganizmadan
birisidir [22]. VHDb iceren Xanthamonas maltophilia’nin yabanil tipe gore, benzoik asidi daha
fazla biyokiitleye ¢evirdigi gosterilmistir [23]. VHb’nin oksijence simirli kosullar altinda
biyoremediasyonu arttirdig1 ifade edilmistir. Ozellikle VHb sentezleyen Pseudomonas
tirlerinde benzoik asit yikiminin etkin olarak arttigi belirtilmistir [24- 25]. Benzer bir
caligmada, benzoik asit yikiminda PaJC’m, P. aeruginosa ile karsilastirildigi zaman {ireme
bakimindan daha avantajli oldugu goriilmiistiir [13]. Bizim yaptigimiz bu c¢alismada da
yukaridaki ¢aligsmalara paralel olarak P. aeruginosa, VHD tasiyan rekombinantina oranla yiliksek
havalandirmali ortamda iireme bakimindan dezavantajli olarak bulunmustur. Ancak diisiik
havalandirmali kosullarda P. aeruginosa tireme bakimindan avantajli bulunmustur.
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Sekil 2. Diisiik havalandirma/ ¢alkalamali (agik semboller) ve yiiksek havalandirma/ ¢alkalamali
(kapali semboller) kosullarda P. aeruginosa (kare) ve onun rekombinant susu PaJC’in (yuvarlak daire)
biiyiime egrileri. Diisiik havalandirma/ ¢alkalanma i¢in kiiltiirler, 125 ml erlenlerde 80 ml MM + benzoik
asit 50 rpm ile ¢alkalanirken, yiiksek havalandirma/ ¢alkalama i¢in kiiltiirler 125 ml erlenlerde 20 ml MM
+ benzoik asit olacak sekilde 200 rpm ile ¢alkalanmislardir. Hiicreler (a) logaritmik faz ve (b) duragan faz
kiiltiirleridir. Her bir veri ortalama {ii¢ tekrarli olarak elde edilmistir. Ancak hata ¢ubuklarinin ortalama
degerleri % 10°dan diisiik oldugu i¢in verilmemistir.
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