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OZET

DETERJAN KIRLILIGI OLAN NEHIR SULARINDA SDS DEGRADE EDEN
SUSLARIN BELIRLENMESI VE TANIMLANMASI

SALIK, Salih Batuhan
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Ortak Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN
Mayis 2015, 113 sayfa

Cevre kirliliginde 6nemli rol oynayan sentetik deterjanlardan biyolojik olarak
parcalanmaya maruz kalmayanlarevsel ve endiistriyel atik sular araciligi
ilesuculortamlara karisarak birikmektedir. Boylece sularin dogal dengesini bozup
suda yasayan canlilarinve onlarla beslenen insanlarin sagligini tehdit etmektedir. Bu
nedenle, 6zellikle endiistriyel olarak yaygin kullanima sahip olan sentetik anyonik
deterjanlardan sodyum dodesil siilfatin (SDS) biyodegradasyonuna ydnelik
calismalar biiylik 6nem tasimaktadir. Bu amaglayapilan butez caligmasiile ilk olarak
Kirikkale-Kizilirmak anyonik detarjan kirliligi acisindan incelenmis ve kirlilik
gosteren oniki bdlge belirlenmistir. Ikinci olarak, bu oniki bolge icerisinden secilen
ic bolge olan Akkosan Merkez, Sulubiik Kiyibagi ve Asagiyazi Kum Ocagi
Mevkii’nden su ornekleri alinarak SDS degrade eden bakteriler izole edilmis, 16S
rDNA dizi analizi yontemi kullanilarak tanimlanmistir. Daha sonra yapilan
calismalar ile suslarda SDS degradasyonundan sorumlu olan sdsA gen analizi ve bu
geninin {iriini olan alkil siilfataz enzim aktivitesinin belirlenmesi caligmalar1
yapilmistir. Yapilan ¢caligmalar sonucu elde edilen dort sus arasindan Pseudomanas
koreensis SDS4 olarak tanimlanan lokal susun saf kiiltiir ortaminda ve deterjan

sanayi atik suyunda % 82 - 91 oranlarinda SDS degradasyonu yaptigi, alkil siilfataz



enzimi aktivitesinin ise 2.52 U/mg oldugu ve SDS uzaklastirma c¢aligmalar1 i¢in

yiiksek potansiyel olusturdugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: SDS biyodegradasyonu, sdsA, alkil siilfataz, deterjan kirliligi,

nehir sulari
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ABSTRACT

DETECTION AND IDENTIFICATION OF SDS DEGRADING STRAINS IN
DETERGENT-CONTAMINATED RIVER WATER

SALIK, Salih Batuhan
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Aysun ERGENE
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Biilent ICGEN
May 2015, 113 pages

Synthetic detergents escaping from biological degradation accumulate in domestic
and industrial wastewaters and threat aquatic environment and human health.
Therefore, studies on the biodegradation of sodium dodecyl sulfate (SDS) which is
one of the widely used anionic detergents, are of great importance. Thus, this study
aimed at the assessment of Kirikkale-Kizilirmak river interms of anionic detergent
pollution and isolation of potential SDS-degrading isolates from the detergent-
polluted locations. Out of twelve polluted locations revealed, only three of them,
Akkosan, Sulublik and Asagiyazi locations, were chosen for sampling to isolate
SDS-degrading isolates. The selected isolates were identified by using 16S rDNA
sequencing and further characterized in terms of catabolic sdsA gene, alkylsulfatase
enzyme activity and SDS degradation abilities. Out of four isolates one isolate,
namely Pseudomanas koreensis SDS4, was found to degrade SDS in between 82-
91% in both pure culture and detergent industry wastewater environments with an
enzyme activity of 2.52 U/mg. The results pointed Pseudomanas koreensis SDS4 out

as a potential isolate for the removal of SDS from the contaminated surface waters.

Key words: SDS biodegradation, sdsA, alkylsulfatase, detergent pollution,

riverwaters
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1. GIRIS

Glinlimiizde niifus artis1 ve ilerleyen teknolojik gelismelere paralel olarak gevre
kirliligi de ciddi boyutlara varmustir. Ekosistemimize ve dogal kaynaklarimiza
yabanci karakterde olan yiizlerce kimyasal madde insanoglu tarafindan tiretilmekte,
kullanilmakta ve boylece dogal denge bozularak ¢evre yikimina neden olunmaktadir.
Biyosferde hava, su ve toprak karsilikli olarak etkilesim halinde olduklarindan
bunlardan birinde meydana gelen kirlenme digerine de iletilmektedir. Diinyada ve
iilkemizde kullanilan kimyasallarin basinda yiizey aktif maddeler gelmekte, bu
maddeler temizlik alaninda olduk¢a basarili sonu¢ vermesinin yani sira kullanim
irlinlerinin ¢esitli yollarla alict ortamlara karigmasi sonucu kirlenmeye neden
olduklar1 bilinmektedir. Bu alict ortamlardan 6zellikle su kirliligi toplum saghgi

acisindan oldukga fazla 6nem arz etmektedir [1].

Su kirliligi olusturan kirleticiler arasinda deterjanlar da yer almaktadir. Deterjanlarin
bosaltildiklar1 alict sulara etkileri, kopiik olusturma, biyolojik ayrigsma sonucu oksijen
tilketimi, sudaki canlilar lizerine olumsuz etkileri, 6trofikasyon ve igme sularma
etkileri seklinde Ozetlenebilir. Deterjan kirliligi, sulardaki biyolojik aktiviteyi
etkilemesi agisindan 6nemlidir. Deterjan aktif maddeleri alic1 sularda su 6zelliklerine
bagl olarak 0.5 mg/L’den yiiksek derisimlerde kopiik olustururlar. Olusan kopiikler
su yiizeyini kaplayarak havalandirmaya ve oksijen aligverisine engel olabilir.
Deterjan aktif maddesi bosaltildiklar1 alici sularda biyokimyasal reaksiyonlarla
ayrigirlar ve bu ayrigsma sirasinda ortamdaki ¢6zlinmiis oksijeni kullanirlar, bu da ani
oksijen eksikligine neden olabilir. Organik ve/veya endiistriyel kirlenmeden
kaynaklanan fosfatin alict sulara baslica etkisi o6trofikasyona neden olmalaridir.
Boyle bir ortamda oksijenin azalmasi, renk degisimi, bulaniklilik, dipte asir1
birikimler, canli tiirii sayisinda azalma, bozunma ve kokugsma gozlenmekte ve ortam

giderek kullanilamaz hale gelmektedir [2].

Deterjan aktif maddesi ile kirletilmis su sistemlerinin aritilmasinda kullanilan
kimyasal ve biyolojik metotlar mevcuttur. Biyolojik metotlar kimyasal metotlara

gore daha ¢evreye uyumlu Ozelliklere sahiptir. Biyolojik aritim metotlar1 arasinda



ozel bakteri suslarin kimyasal atiklarin yikimi amaciyla kullanimi endiistriyel ve
evsel atik sularinin aritiminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bir¢ok bakteri
tiirli zorlu g¢evresel kosullara kars1 dayanikli olamamakta ve istenilen atiga yonelik
bir aritim saglayamamaktadir. Zorlu c¢evre kosullarma daha dayanikli ve
biyodegradasyon amaciyla kullanilabilecek daha iyi ve daha gii¢lii bakterilerin
bulunmasi ve izole edilmesi olas1 bir stratejidir. Uygun ¢evresel ve fiziksel kosullar

saglandiginda bu yontem atik sularin aritiminda basar1 saglayabilmektedir [3].

Kirikkale, Orta Anadolu Boélgesi’nde Kizilirmak’m yakininda yeni kurulmus hizla
sanayl ve yerlesim yeri merkezi haline gelmekte olan bir ilimizdir. Kizilrmak,
cevresindeki sanayi kuruluslarinin ve sehrin yerel atiklarindaki deterjanlardan
etkilenmektedir [4]. Bu nedenle, bu tez calismasi1 kapsaminda Kirikkale-Kizilirmak
nehri deterjan kirliligi acisindan incelenmis, deterjan kirliligi gosteren bolgelerden
alman su Orneklerinden deterjan degrade eden suslar izole edilmis ve molekiiler

karakterizasyonlar1 yapilmistir.

1.1. Literatiir Ozetleri

1.1.2. Deterjanin Tanimi

Deterjan terimi, “temizlemek” veya “tasfiye etmek” anlamina gelen ‘“deterge”
kelimesinden tiiremistir [5]. Deterjan, genel temizleme islerinde kullanilan ve
icersinde esas temizleyici olarak kullanilan alkil siilfat veya alkil aril siilfonat
tipindeki anyonik ylizey aktif maddeler ve temizleme islemine yardimci diger
maddeler bulunan toz, graniil, yumusak kivaml veya sivi haldeki karigimlara denir
[6].

Larson, deterjani,“suda ¢dziinen, yiizey gerilimini azaltarak sulu ¢ozeltilerin kapiler
icine girmesini saglayan (1slatma etkisi), agglomera (y1gin) teskil eden partikiilleri
suya bagska maddelerden daha iyi baglayan (emiilsiyon etkisi) bir maddedir” seklinde
tanimlamistir [5]. Deterjan kompozisyonunu olusturan maddeler, yilizey aktif
maddeler, yapisal maddeler, agarticilar (beyazlaticilar) ve diger yardimci1 maddeler

olarak dort boliimde incelenir [7].



Deterjanlarm ii¢ 6nemli fonksiyonu vardir:
e Suyun ylizey gerilimini diisiirerek, 1slanma saglama 6zelligi,
e Kiri yiizeyden koparma (emiilsiye etme) 6zelligi,

e Kirin su i¢inde dagilmasini saglama (disperse etme) 6zelligi [8].

1.1.2.1. Yiizey Aktif Maddeler

Yiizey aktif maddeler belli bir ylizey aktivitesine sahip olduklarindan suda
coziindiiklerinde diisiik konsantrasyonlarda bile olsalar icerisinde ¢doziindiikleri
coziiciilerin yiizey enerjisini ani olarak ve biiyiik Olclide degistirirler (¢cogunlukla
digiirtirler). Coziicli sivinin ylizey veya ara yiizey Ozelligini belirgin bir sekilde
degistirirler. Yiizey aktif maddelerinin ylizey aktiviteleri, ¢esitli yiizey 6zelliklerinin
(ylizey gerilimi vb.) Olclilmesiyle belirgin hale getirilebilir [9]. Yiizey aktif
maddelerle diger ¢oziinmiis maddeler arasindaki fark, yiizey aktif maddelerin farkl
bir koloidal ¢ozelti tipi olusturmasidir. Seyreltik ¢ozeltileri normal elektrolitler gibi
davranirken, belli konsantrasyon degerinin lizerinde fiziksel 6zelliklerinde (osmotik
basing, bulaniklik, ylizey gerilimi) ani de§isim ve sapmalar gosterirler. Bu farkli
davraniglar ylizey aktif madde molekiillerinin ve iyonlarinin ¢ézeltide yumaklasma
veya misel olusturmasiyla agiklanabilir [9] (Sekil 1.1). Yiizey aktif maddelerin
coziicli i¢indeki konsantrasyonlar1 belirli bir miktar astiginda, molekiil veya iyon
gruplarindan veya agregatlarindan olusan miselleri olustururlar. Misellerin sekli,
misel i¢cindeki molekiillerin dagilimi ve bir veya daha fazla misel tipinin olup
olmadig1 bir sonuca baglanamamistir. Misellerin molekiillerden olusmasinin tersinir
bir reaksiyon oldugu kabul edilmistir. Cozeltinin koloidal Ozellikler tasimasi
misellerin biiytkligi ile ilgilidir. Yiizey aktif maddenin iyonize oldugu durumda
misel 6zel bir yiike sahiptir ve ¢ozelti iyi bir iletkendir. Iyonize olan yiizey aktif

maddeler koloidal elektrolit olarak kullanilabilir [9] (Sekil 1.2).
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Sekil 1.1. Farkl ytlizeyleri bir araya getirme 6zelligindeki yiizey aktif maddeler [10]

Suda ve diger polar ¢oziiclilerde, yilizey aktif maddeler ¢ozeltinin serbest enerjisini
diisiirmek i¢in birlesirler. Bu siire¢ sulu fazla yiizey aktif maddenin hidrofobik fazini
ayrran bir ara yilizey olusumunu igerir. Bu hidrofobik kisimlar sulu ¢oziiciiden

hidrofilik gruplarla ayrilan bir yag nano damlasi olustururlar [9].

Sekil 1.2. Mikroemiilsiyonlar olusturan stirfektanlar [10]

Yiizey aktif madde molekiillerinin baslica fiziksel ozellikleri ylizey gerilimi, yiizey
viskozitesi ve fazlar arasindaki elektriksel potansiyel farklarinda Olgiilebilen
degisikliklerdir. Endiistriyel agidan da 6nem tasiyan diger Ozellikleri ise i1slatma,
deterjan etkisi, yayilma ve dagilma, hidrotropi (¢6ziindiirme), emiilsiyon olusturma

(s1vi-s1vi karigimi) ve kopiiklenme olarak siralanabilir [11].



Sabunlar bilinen en eski ylizey aktif maddelerdir ve yag asitlerinin alkali metal
(6zellikle sodyum) tuzlaridir. Yiizey aktif maddeler biinyelerinde daha ¢ok 16 ve 18
karbonlu (C16 ve C18) tuzlar1 ve az miktarda da daha kiiciik molekiil agirlikli
karboksilatlar1 barindirirlar. Sabunun birkag¢ bin yil 6nce Eski Misirli’lar tarafindan
bulundugu sanilmaktadir. Sabun 18. yiizyila kadar tiim diinyada her alanda yaygin
olarak kullanila gelmistir. Sabun, genelde yiizyillar 6ncesinden beri kullanilmakta
olan eritilmis i¢ yag1 yada diger yaglarm sodyum hidroksit ile 1sitilmas1 yontemiyle
elde edilmektedir [11]. Bir sabun molekiilii, uzun bir hidrokarbon kuyruk (zincir) ve
iyonik bir kutuba sahiptir. Molekiiliin hidrokarbon kismi1 hidrofobik (suyu sevmeyen)
olup, apolar maddelerde ¢oziiniir. Iyonik u¢ ise hidrofiliktir (suyu seven) ve suda
¢Oziiniir. Sabun molekiilii barmdirdig1 hidrokarbon zinciri nedeniyle suda tam olarak
¢oziinmez. Ancak suda miseller olusturarak kolayca siispanse hale geger. Misel, 5 ile
150 sabun molekiiliiniin hidrokarbon kisminin bir araya geldigi ve iyonik ucun suya

yoneldigi kiimelerdir [11] (Sekil 1.3).

o: CO;
2 CO2

\M”

\/\/W\/ /\N\N\CO,)

Sekil 1.3. Sabun miseli [11]

Ikinci diinya savasindan sonra ise sentetik deterjanlar gelistirilmistir. Deterjanlar
uzun zincirli siilfonat veya siilfatlarin sodyum tuzlaridir. (RSO3 Na" veya ROSO;
Na'). Bunlara 6rek olarak Sodyum dodesilsiilfat (CH3(CH;);;0S03Na") ve
Sodyum p-dodesilbenzensiilfonat (CH3(CH,);; SO Na") verilebilir [11].
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Sekil 1.4. Yiizey aktif maddelerin siniflandirilmasi [12]

1.1.2.1.1. Anyonik Deterjanlar

En c¢ok kullanilan ve evlerde tiiketilen deterjanlar bu gruba aittir. Sulu ¢ozeltide
negatif yiiklii bir grup veya anyon verirler (R-OSO-3 gibi). R hidrofobik hidrokarbon
zinciridir.  Pozitif yikli iyon veya katyon genellikle sodyumdur [7].
Yagn hidrofobik zincirine negatif yiiklii hidrofilik kisim baglanmistir. Deterjanlarin
en bliyiik smifidir ve 60 farkli grubu vardir. Bu maddeler;

e Sabunlar,

e Alkil benzen siilfonatlar

e Ikincil alkan siilfonatlar

e Yag alkolii siilfatlar1 veya alkil stilfatlar

e Alfa sulfo yag asidi metil esterleri

e Alkil eter siilfatlar

e Yag esterleridir



1.1.2.1.1.1. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Sodyum dodesil siilfat (SDS), organik bir bilesik olup kimyasal olarak
CH3(CH>);;0SO formiilii ile ifade edilir (Sekil 1.5). Anyonik deterjan ¢esitlerinden
bir tanesidir. Bu organik tuz organik siilfat {irtiniidiir. Siilfat grubuna bagh 12C’lu
kuyruga sahiptir. Bu kuyruk deterjana gerekli amfibilik 6zellikleri verir. Son yillarda

deterjan sanayisinde temizlik {iriinleri i¢in kullanilan ortak ham maddedir [13].

Lo
CH oCH 2CH 5CH 2CH 2CH 2CH 20H 2CH 20H CH 0-5':-0- Na*

Sekil.1.5. SDS [14]

1.1.2.1.1.2. Alkil Benzen Siilfonatlar

En yaygm sekilde kullanilandir. Alkil benzen ve bunlarm stilfonatlari ile ilgili olarak
yapilan kisaltmalar DDB (dodesil benzen), ABS (alkil benzen siilfonat), LAS (lineer
alkil siilfonat) ve LAB (lineer alkil benzen) seklindedir (Sekil 1.6) LAB kopiirme
ozelligi yiiksek ve ¢oziiniirliigii fazla olan bir ylizey aktif maddedir. Fakat suyun
sertliginden etkilenmektedir [7]. Yapici ile birlikte kullanildiginda ¢ok iyi sonuglar
verir. LAB deterjan i¢inde LAB olarak kullanilmayip LABSA (Lineer Alkil Benzen
Siilfonik Asit) formuna doniistiiriilerek kullanilmaktadir. Yani lineer alkil benzen
siilfonik aside doniistiiriilmektedir. LAB Tiirkiye’de iiretilmemektedir. Ithal edilip
fabrikalardaki siilfonasyon tinitelerinde LABSA sekline doniistiiriilmektedir [9].
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Sekil 1.6. Lineer alkil benzen siilfonik asit [15]

1.1.2.1.1.3. Alkil Eter Siilfat ( Yag Alkolii Eter Siilfati)

R-CH,-CH,-0-(CH,-CH,-O)n-SO3Na" Formiiliindeki alkil eter siilfatm R grubunda
10-12 arasi C bulunmaktadir. n sayist ise 1 ile 4 arasinda de§ismektedir. Su
sertliginden etkilenmez, yliksek ¢oziiniirlik gosterir. Stvi formiilasyonlarinda diisiik
sicaklikta depolama kolayligi vardwr. Yiin deterjanlarinda, banyo kopiiklerinde,

sampuanlarda, bulasik makinesi deterjanlarinda kullanilir [9].

1.1.2.1.1.4. Alkil Siilfat (Yag Alkolii Siilfati)

R-CH,-CH,-O-SO3;Na" Formiiliindeki alkil siilfatn R grubunda 11-17 arasi C
bulunmaktadir. Hassas olmayan kumaslarda kullanilir. Agir is deterjani tiretmek
amaciyla kullanilir [7]. Anyonik yiizey aktif maddelerin fonksiyonel grubu genelde
siilfat veya siilfonatlar1 i¢erir ve hidrokarbon zinciri diiz oldugunda tiimiiyle biyolojik

olarak pargalanirlar [16].

1.1.2.1.2. Katyonik Deterjanlar

Organik bazlarin tuzlaridir. Iyonize olduklar1 zaman pozitif yiiklii hidrofob amonyum
veya piridinyuma ve negatif yiikli hidrofil gruba ayrilirlar. Bu tip deterjanlarin
bakteri 6ldiriicii 6zelligi vardir. Bu deterjanlar, yiyecek fabrikalari, restoranlar ve
otellerdeki esyalari, mutfak kaplarin1 yikamada, ayrica eczacilikta kullanilmaktadir

[7]. Yagm hidrofobik zincirine pozitif yiikli hidrofilik grup baglanmistir. Katyonik



ylizey aktiflerin en ¢ok bilinenleri yumusatict olarak kullanilan kuaterner amonyum
bilesikleri (Trimetil heksadesilamonyum kloriir) ile dezenfektan ve antistatik ajan

olarak kullanilan kuaterner amonyum bilesikleridir [9] (Sekil 1.7).

Sekil 1.7. Trimetil heksadesilamonyum kloriir [14]

Katyonik deterjan bilesikleri sinifi, en azindan pozitif yiiklii azot atomuna direkt
veya indirekt baglanmis bir hidrofobik grup (R) igerir. Hidrofobik grup ya uzun
zincirli yag asitlerinden ya da petrokimyasallardan elde edilen uzun zincirli

alkollerden tiretilir [5].

1.1.2.1.3. Noniyonik Deterjanlar

Hidrofobik zincire yiiksiiz bir hidrofilik zincir ya da grup baslanmistir. Diisiik
konsantrasyonlarda bile cok 1iyi etki gosterirler. Sentetik liflerde kirin tekrar
cokmesini Onleyici 6zellikleri vardir. R grubu, yag alkolleri, alkil fenoller ve oxo
alkolleri olmak tizere genel formiilleri R-O-(CH,-CH,-O),H’dir [7]. Noniyonik
deterjanlarin kolloidal elektrolitler ve sulu ¢ozeltilerinde iyonizasyonu olusmaz.
Kismen hidrofobik ve kismen hidrofilik kisimlari diger deterjanlara benzer.

Hidrofilik kisimlar i¢cin hammaddeler baslica hidroksi etil oksijeni veya eter oksijeni



bakimindan zengindir [9]. Noniyonik deterjanlarin sulu ¢dzeltilerinin derecesi, bu
maddelerin tiim ¢Oziiniirliigiiniin bu hidrofilik zincirin hidrasyonunun genislemesine
bagli olmasindan dolay1 etkilidir. Su molekiilleri hidrojen bagi ile eter oksijenini
baglar [5]. Etilen oksit, propilen oksit, polialkilen glikoller, pentaeritritil palmitat
dietanolamin, gliserol, sorbitol ve siikroz hidrofilik kisim i¢in kullanilan
hammaddelerdir. Baslica yaglardan elde dilen hidrofobik kaynaklar uzun zincirli
asitler, alkoller, amitler ve aminlerdir (Sekil 1.8). Noniyonik deterjanlarin, anyonik
deterjanlar i¢in kimyasal ara triinler, emiilsiyon olusturucular, kopiik arttiricilar ve
¢ok sayida ilag¢ uygulamalar1 da vardir [9]. Ozellikle modern sentetik kumaslar ve
diisiik sicakliktaki etkisinden dolayr agir amacli ¢camasir makinelerinde iyonik
deterjanlarin kullanimi1 daha 6nemlidir. Noniyonik deterjanlar sahip oldugu diisiik
kritik misel konsantrasyonlarinda da epeyce diisiik konsantrasyon kullanilmasina izin

verir ve renk agma 6zelliklerinden dolayi tekstil sanayinde kullanilir [5].

o CHo-OH
.| d
CH3(CHy )y —C-O-CHo- C-CHo-0OH

CHa-OH

sspeeer s

Sekil 1.8. Pentaeritritil palmitat [14]

1.1.2.1.4. Amfoterik Deterjanlar
Hidrofobik yag zincirine hem pozitif hem de negatif yiikli grup iceren hidrofilik

grup baglanmistir. Ornek olarak alkil betain ve alkil siilfo betain verilebilir. Bu

gruptaki yiizey aktif maddeler cok etkili, fakat cok pahalidir [9]. Yapilar1 ve
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iretimleri oldukg¢a karigiktir. Bu tip maddeler deterjan hammaddesi olarak c¢ok
yaygin bir sekilde kullanilmakla birlikte, hem anyonik deterjanlarin hem de katyonik
elyaf yumusaticilarin 6zelliklerine sahip olduklar: i¢in ilgingtirler, asidik ortamda
katyonik, bazik ortamda anyonik olarak hareket ederler [7]. Ayni molekiilde hem
anyonik hem de katyonik kisim vardir. Anyonik ve katyonik kisimlar molekiilde
denge halinde oldugu taktirde deriyi tahris edici ve goz yakici 6zellikleri yoktur. Bu

nedenle 6zel sampuan ve deriyi koruyucu preparatlarda kullanilirlar [§8].

1.1.2.2. Yapisal Maddeler

Deterjanlarin yapisinda yiizey aktif maddelerden baska temizleme 6zelligini arttirict:
alkalihidroksitlerpolifosfatlar, silikatlar; Cozinilirligi arttrmak amaciyla: Alkoller-
Glikoller ve glikoetherler; Agir metalleri ayirmada kullanilan: Etilen diamin
tetraasetik asit; Beyazlik ve parlaklik vermek amaciyla: optik beyazlaticilar ¢esitli

boyalar ve parfiim bulunur [17].

1.1.2.2.1. Alkaliler

En ¢ok kullanilan sodyum karbonat ve sodyum silikattir. Suyun sertliginin arttiran

metal iyonlarmi ¢oktiiriirler. Deterjan ¢oOzeltisinin pH’m1 alkali ortamda tutarak

kirlerin tekrar ¢cokelmesini 6nleyici rol oynar. Alkalite suyun sertligini 6nler. Alkalite

ne kadar yiiksek olursa maddenin temizleme giicili de o kadar fazla olur [5].

1.1.2.2.2. Kompleks Yapicilar

Bunlar suda ¢oziinen organik veya anorganik tuzlardir. Su sertligine neden olan

metal iyonlarmin kompleks iyonlarii baglayarak zararsiz hale getirir ve bir ¢okeltiye

neden olmaz. Aktif maddenin yikama giiciinii arttirirlar [5].
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1.1.2.2.3. iyon Degistiriciler

Bunlar Ca ve Mg iyonlarin1 Na iyonuyla degistirerek zararsiz hale getirirler. En
taninmis olanlar1 zeolit A (sasil), poliakrilik asit ve tiirevleri ile polikarboksilik asit

ve tiirevleridir [7].

1.1.2.3. Agarticilar (Beyazlaticilar)

Yikama sonunda geride kalan serbest klor ve bu klorun kokusu, bu tir
beyazlaticilarin en yaygm o6rnegi olan hipokloritler alternatifler aranmasina neden
olmustur. Son yillarda kullanimi giderek artan sodyum perborat en tipik Ornektir.
Beyazlatici etkiyi diisiik sicakliklarda gosterebilmesi i¢in sodyum perborat yaninda
genellikle bir de aktivator kullanilmaktadir. Agarticilar temizleyici degildirler.

Yalnizca % 2 -3 oraninda kir uzaklastirma etkileri vardir [7].

1.1.2.4. Diger Yardimc1 Maddeler

Enzimler, antiredepozitan maddeler, kopiik stabilizatorleri ve regiilatorleri, optik
beyazlaticilar, korozyon inhibitorleri, parfiimler, boyalar ve dolgu maddeleridir [7].
1.1.2.4.1. Enzimler

Enzimler, karbonhidrat ve proteinler gibi biiylik kompleks yapida olan kirleri

parcalayan katalizlerdir. Yani kendileri degisime ugramazlar ancak reaksiyona

girdikleri molekiilleri pargalarlar [5].
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1.1.2.4.2. Antiredepozitan Maddeler

Yikama suyuna gecen kirin, temizlenen yiizey iizerine birikimini Onleyici 6zellikte
maddelerdir. Ornek olarak CMC (karboksi metil seliiloz) verilebilir [7].

1.1.2.4.3. Kopiik Stabilizatorleri ve Regiilatorleri

Yikamada deterjanin kopiigiini arttirict maddelerdir. En bilinenleri; polikarboksilik
asitler, yag asidi amidleri, yag asitleri alkanol amidleri, betainler, sulfobetainler,
aminoksitlerdir [7].

1.1.2.4.4. Optik Beyazlaticilar

Kumas tizerine diisen gozle goriinmeyen ultraviole 15181, goriiniir 151k dalga boyuna
cevirerek kumas tlizerinden yansitirlar. Boylece g6z, kumas iizerine diisen 1siktan
fazla 151k alir. Kumas oldugundan daha beyaz ve parlak goriiniir. Bu bir optik
aldanmadir. Bir optik beyazlatici elyafa iyice baglanmali, oksijene, klora ve 1siya
dayanikli olmalidir [5].

1.1.2.4.5. Korozyon Inhibitorleri

Camasir makinesinin, bulasik makinesinin ve makinede yikanan ¢atal, bigak gibi
metal esyalarin paslanmasini onler [7].

1.1.2.4.6. Parfimler

Uriiniin giizel kokmasini saglayan maddelerdir [7].
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1.1.2.4.7. Boyalar

Deterjana 6zgii bir renk saglamak amaciyla kullanilir [7].

1.1.2.4.8. Dolgu Maddeleri

Deterjana dolgu olarak kullanilan, silikatlar ve sodyum stilfat gibi maddelerdir [7].

1.1.3. Deterjan Kirliligi

Insanlar yasamlarmi siirdiirebilmeleri igin, besin, su, hava ve 1s1 gibi temel
kaynaklar1 kullanmaktadirlar. Ancak giinlimiizde artan niifus ve gelisen teknoloji ile
bu kaynaklarin kirlenmesi giderek artmaktadir. Evsel ve endiistriyel atiklarin hicbir
onlem alinmadan gelisi giizel ¢evreye bosaltilmalari halinde ¢evre kirlenmesi sorunu
ortaya ¢ikmaktadir. Sulara atiklarla karisan inorganik ve organik maddeler doganin
ekolojik dengesini kisa ve uzun vadede bozabilmektedir. Kirlilik uzun vadede sudaki
canlilarin yasaminda ve dagiliminda degisiklige yol agar; bazi baliklarin sayisi
azalirken, kirleticilere direngli bagka canlilar sayica artig gosterir. Sanayi atiklarinin,
tarim 1ilaglarmin, deterjanlarin ve fenollii maddeler gibi organik atiklarin sudaki
¢Ozlinmiis oksijeni tiikketmesi, baliklarin kitle halinde 6lmelerine neden olmaktadir

[18].

Deterjanin iiretimine kadar diinyamizda temizleme maddesi olarak sadece sabun
kullanilmaktaydi. Yeni temizleme maddelerinin bulunmasi i¢in yapilan
calismalardan sonra ham petrolden sentetik yolla elde edilen hammadde ile deterjan
iretilmesine baslandi. Temizlik islerinde ve bulasic1 hastaliklarin yayilmasinin
onlenmesiyle biiylik yararlar saglanmasi nedeniyle diinyada deterjan kullanimi hizli
bir sekilde artmustir fakat bunlarin rastgele iiretilmesi ve cevreye bosaltilmalari
sonucunda doga kirlenmesine neden olmalari, bazi tilkelerin deterjanlar hakkindaki
bir dizi 6nlem alma zorunlulugu getirmistir [18] (Sekil 1.9.). Deterjanlar1 olusturan

kimyasal maddelerin biiyiik bir boliimiinii yiizey aktif maddeler olusturmaktadir. Bu
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maddeler hidrofil (su seven) ve hidrofob (su sevmeyen) gruplar1 iceren bir molekiil
yapisina sahiptirler. Niifusun artmasi1 ve deterjan kullanimi nedeniyle yiizey aktif
maddelerin de alic1 su ortamindaki konsantrasyonlar1 giderek artmaktadir. Biyolojik

ayrisabilirligi ¢ok fazla olan ylizey aktif maddelerin kullanimi zorunlu olmustur [18].

Sekil 1.9. Endonezya Citarum Irmagi deterjan kirliligi [19]

1.1.3.1. Deterjanlarin Bosaltildiklar1 Alic1 Sulara Bashca Etkileri

Deterjanlarin zararli etkilerinden ilki yaygin olarak kullanilan deterjan atiklarinin
kanalizasyon yolu ile gol ve nehirleri kirletmesi ile baslamis ve sulardaki
konsantrasyonun artmasiyla ile olusan kopiikler biiyiik kentlerin 6nemli bir sorunu
haline gelmistir. Zira yiizey aktif maddelerin biyolojik parcalanmaya dayanikli
bulunmasi veya parg¢alanma hizinin ¢ok yavas olmasi bir taraftan ylizeysel sulardaki
kopik miktarmm cogalmasina diger taraftan c¢esitli yollardan icme ve kullanma

sularma sizan deterjan atiklarinin artmasina neden olmustur [17].
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1.1.3.2. Deterjanlardan Kaynakh Fosfatin Etkisi

Fosfat, irmaklari, golleri ve fazla akint1 olmayan korfezleri istila eden zehirli mavi-
yesil alglerin (yosunlarin) ana nedenidir. Deniz, akarsu ve gollerde en belirgin
kirlenme ¢esitlerinden biri, asir1 iretim anlamma gelen 6trofikasyondur [12]. Suyun
yesil ve bulanik bir renge doniismesine, kiyilarda fosfatla beslenen yosunlarin
(alglerin) birikmesine yol agar. Asir1 fosfat ile birlikte insan tarafindan sulak alanlar
ve denizlere yiiklen diger bitki besin maddeleri, bu yosunlarin ¢ok biiyiilk miktarda
iiremesine, hizli biiyiimesine sebep olur.(Sekil 1.10) Bu yosunlarin dibe ¢okiip
ayrigmasi sonucu dip sularin oksijeni tiikkenir ve hidrosiilfit gazi (¢iirik yumurta
kokusu) ortaya ¢ikar. Bu, suda yasayan canli hayatin sonunu hazirlar [20]. 1960 ve
1970’lerde deterjanlarin bilesimleri, ¢cevreyi koruma diisiincesiyle hizli degisimler
ugramiglardir. Deterjanlardan kaynaklanan (sularda siiriiklenen) fosfatlar, g6l
sularinda Gtrifikasyona neden olmakta ve bu nedenle deterjanlara fosfatlarin
katilmas1 bazi iilkelerde yasaklanmis bunulmaktadir [20]. Bu konuda atilan en
onemli adim, tetrapropilen benzensiilfonatin (TPBS) digerlerinin yerini almasidir. Bu
deterjan malzemesi, deterjan endistrisinin ham maddesidir. Bulasik ve camasir
yikama deterjanlarinda kullanilan yiizey aktif maddeler pazarinda, agirlikli olarak %
70’lik paya sahiptir [12]. Yilda yaklasik 250 milyon kg civarinda bir tiiketim giiciine
erismistir. TPBS; Benzenin 6nce bir propilen tetramer ile alkillendirmesi ve sonra
benzen halkasinin siilfonasyonu ile tiretilir. Propilen tetramer, dallanmis izomerlerin
bir karisimindan ibarettir ve maddenin bulunabilmesi konusunda yapilan calisma,
alkil benzen olusturmak i¢in diiz zincirli bir hidrokarbon gelistirilmisitir. Diiz zincirli
maddeler, daha kolay parcalanabilen deterjanlar verir ve deterjan formiilasyonunda

kolaylikla uyar [12].
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Sekil 1.10. Fosfatin ¢evreye etkisi [21]

1.1.4. Atik Sularda Deterjan Kirliliginin Giderilmesinde Kullanilan Yontemler

Atiksu biinyesinde kirlilige neden olan yabanci maddeler, tane boyutlarina gore
cokebilir, askida, kolloidal ve ¢Oziinmiis halde bulunabilirler. Her madde grubu
degisik metodlarla atiksudan wuzaklastirilabilir. Atiksu aritimmda uygulanan
metodlar1 fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere ii¢ ana gurupta toplamak
miimkiindiir [22]. Bunlardan fiziksel aritmada ¢okeltim ve flotasyon iglemleriyle
cokebilen veya yiizebilen tanecikler ayrilmakta; kimyasal aritmada ¢6ziinmiis ya da
kolloidal boyuttaki tanecikler pihtilastirilip yumaklastirilarak ¢okebilir hale
getirilmekte; biyolojik aritmada ise ¢oziinmiis maddeler kismen biyolojik kiitlelerin
bir araya gelerek olusturdugu kolay ¢okebilen yumaklara, kismen de
mikroorganizmalarin enerji ihtiyaglar i¢in yaptiklar1 solunum sirasinda ¢ikan gazlara
ve diger stabilize olmus son irlinlere doniisiir. Biyolojik ve kimyasal aritma

tinitelerinin yiikiinii azaltmak i¢in, dncelikle fiziksel 6n iglemler uygulanir [23].

1.1.4.1. Fiziksel Aritim

Atik sularda deterjan giderimini fiziksel aritma metodlarindan flotasyon yontemi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Flotasyon, atiksularda bulunan gerek sivi gerekse

kat1 maddelerin yiizdiiriilerek su yiizeyinde toplanmasi ve siyrilmasini saglayan bir
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islemedir. Flotasyon islemi sivi ortama verilen gaz (genellikle hava) kabarciklarinin,
yiizdiiriilecek tanelere tutunarak bunlari yukariya dogru birlikte hareket ettirmeleri
seklinde olur [23] (Sekil 1.11). Flotasyonu kolaylastirmak {izere kati durumlarda
suya uygun kimyasal maddelerinde eklenmesi miimkiindiir. Yiizeyde toplanan kopiik
halindeki yiizdiiriilmiis maddeler bir yiizey siyirma tertibati ile toplanarak
uzaklagtirilir. Taneleri yiizdiirmek i¢in kullanilan hava kabarciklar1 su ii¢ yoldan biri
ile elde edilebilir [22]:

a) Atmosferik basing altindaki siviya basingli havanin kabarciklar halinde
verilmesiyle (disperse hava flotasyonu),

b) Basing altinda sivida havanin ¢6ziinmesi ve daha sonra basincin

kaldirilmasiyla (¢6ziinmiis hava flotasyonu),

¢) Siwvinin atmosferik basing altinda havaya doygun hale getirilmesini takiben

vakum uygulanmastyla (vakum flotasyonu)

Sekil 1.11. Flotasyon islemi [24]

1.1.4.2. Kimyasal Aritma
Kimyasal aritma, atik sularda kirlilige neden olan ¢6ziinmiis, kolloidal ve askidaki

maddelerin uzaklastirilmasini temin veya hizlandirmak amaciyla, gesitli kimyasal

reaksiyonlardan yararlanilmasi esasina dayanan genel metotlardir [22]. Kimyasal
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aritma suda ¢Ozinmiis halde bulunan kirleticilerin, kimyasal reaksiyonlarla
coziinlirliigi diistik bilesiklere doniistiiriilmesi veya kolloidal ve askidaki taneciklerin
piht1 ve yumaklar olusturarak ¢okeltilmesinin saglanmasini amagclar [23]. Yiizey aktif
maddelerden deterjanlarin  giderilmesinde kullanilan kimyasal yontemlerden
genellikle koagiilasyon (pihtilastirici) ve flokulasyon (yumaklastirici) yontemleri
kullanilir  [22]. Koagiilasyon (pihtilagma) islemi genellikle hizli karigtrma
iinitelerinde yapilir (Sekil 1.12). Atiksuyun bu tnitelerde kalis siireleri 0.5-5 dk
arasinda degismektedir. Pihtilastirma islemi sonucunda, suda bulunan kolloidler ve
kimyasal reaksiyon sonucu olusan tanecikler ¢ok kii¢iik yumaklar halinde birlesirler
(Sekil 1.13). Bu asamadan sonra suyun yavas bir sekilde karistirilmasi, pihtilastirma
ile olusmus bu parcaciklarin birleserek daha kolay cokebilen biiyliik yumaklar
olusturmasini1 saglar. Yumaklastrma tinitelerinde suyun kalis stiresi 15-60 dk

arasinda degisim gosterir [23].

Flokulasyon (yumaklastirma) islemini hizlandrmak, kullanilan yumaklastiricilarin
miktarlarim1 azaltmak veya aritma verimini artrmak i¢in kil, kalsit, polielektrolit,
aktif silika, cesitli alkali ve asitler gibi yumaklastirmaya yardimci maddeler
(koagtilant yardimcisi) kullanilir. Yumaklastiric1 olarak en ¢ok kullanilan kimyasal
maddeler AL(SO4);, AlICIs, Fes(SOs);, FeCls, CaO, Ca(OH), olup, yumaklastirma

yardimc1 maddesi olarak en fazla polielektrolitler kullanilmaktadir [22].

Sekil 1.12. Koagiilasyon islemi [25]

19



T

- == . -ﬁl - i‘r
i T 1
b
b
—_— .

Sekil 1.13. Flokulasyon islemi [26]

1.1.4.3. Biyolojik Aritim

Atiksu bilinyesinde bulunan organik ve kismen de anorganik kirletici maddelerin,
mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmak suretiyle
atiksudan uzaklastirilmalar1 esasina dayanan metodlardir [22]. Organik maddelerin
bir kism1 mikroorganizma hiicresine, bir kism1 da enerjiye doniisiir [23]. Biyolojik
aritmada  kullanilan en yaygin yontem biyodegradasyon  yontemidir.
Biyodegradasyonun farkli kullanim alanlar1 vardir. Biyolojik aritma sistemleri,
asilanan uygun bir bakteri susunun organik atiklar1 sudan gidermesi ile ¢alisir. Suyu
dogru miktarda havalandirma, yani suya oksijen verme dnemlidir. Boyle bir aritma

tesisinde ev ve sanayi atigindan bahge sulanacak kalitede su almak miimkiindiir [23].

1.1.4.3.1. Deterjanlarin Biyodegradasyonu

Yiizey sularinda ve klasik atik su aritma tesislerinde deterjan konsantrasyonunu
azaltmada kimyasal maddeler yetersiz kalmaktadir. Tamamlayict ve degistirici olan
bu kimyasal yontemlerin yetersizligi biyoteknolojideki son gelismelere yol agmustir.
Yiizey aktif maddelerin degradasyonu icin bakteri iireten ticari konsorsiyumlar

asagida gosterilen irtinleri gelistirmistir [3].
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e Amnite F250 (BioPond): Suyu temiz tutmak i¢in bakteriler icerir ve toksinleri
serbesttir.

e Amnite L250 (Biosolv): Bu bakteriyel formiilasyon yag, petrol ve gres gibi
atiklarin degradasyonunda etkindir.

e Amnite S250 (Biogest): Bu bakteriyel formiilasyon etkili organik kati

atiklarin degradasyonunda etkindir.

Ayrica bu bakteriyel karisimlar uzun siirelerce muhafaza edilerek tekrar ayni sorunla
karsilagildiginda geri {iriin alinimma ihtiya¢ duyulmadan degradasyon ¢aligmlari igin
tekrar tekrar kullanilabilir. Kimyasal yontemlere gore ekonomik agidan oldukca
avantajlidir. Bu durum sektor tarafindan biyolojik giderimin kullanilmasini daha ¢ok

yayginlastirmistir [3].

Deterjan degrade eden bircok bakteri vardir, fakat bu bakterilerden biyodegradasyon
siirecinin isleyisi ve ¢evre kosullarmin degismesiyle gram negatif bakterilerin, gram
pozitif bakterilere kiyasla deterjana kars1 daha direngli oldugu gozlemlenmistir [27].
Bunun nedeni ise gram negatif bakterilerin sahip oldugu lipopolisakkarid adi verilen
dis zarlar1 gram pozitif bakterilere gore toksik maddelere karsi direngli olabilme
yetenegini gelistirmistir.

sdsA gen bolgesi, Ozellikle ylizey aktif maddeleri degraede eden bakterilerin
yasamlarini stlirdiirebilme yetenegini veren gen bolgesi olarak tanimlanmistir. Bu
bakterilerden Pseudomonas cinsi bakterilerin biyodegradasyon yetenegini saglayan
gen bolgesi sdsA’dir. sdsA geni Pseudomans cinsi. bakterilerinde alkil siilfataz veya
alkilsiilfat hidrolaz enzimini kodlar. Pseudomonas cinsi. bakterileri sdsA geni
araciligiyla deterjanlarin ham maddelerinden biri olan sodyum dodesil siilfatin gii¢lii
siilfat esterlerini denatiire ederek ortamdaki karbonu en aza indirgenmesini saglar.
sdsA genin kodladig1 alkil siilfataz metallo-B-laktamaz ailesindeki siilfatazlarin

ticlincii sinifina ait bir enzimdir [28] (Sekill.14).

Yiizey aktif maddelerin degradasyonunda en ¢ok calisilan bakteri tiirii Pseudomanas
cinsi’ dir. Bu caligmalarin sonucunda deterjan degradasyonundan sorumlu enzimin,
P1 (Primary alkil siilfataz) ve P2 (Primary alkil hidrolaz) olduklar1 kesfedilmistir. Ilk

yapilan calismalarda P1 ve P2 enzimlerinin degradasyona baslayamadiklar1 tespit
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edilmistir. Daha sonra yapilan c¢alismalarda belirli miktarlarda deterjan
konsantrasyonu artirilmis ve bakteriler i¢in bu konsantrasyonlar toksik etki
yarattigindan enzimlerin ¢alismadigir gorilmiistiir. Bu durum belirli deterjan
konsantrasyon araliklarinda bakterilerin degradasyon yetenegine sahip oldugunu

ispatlamistir [29, 30].

Sekil 1.14. Alkil siilfataz proteini {i¢ boyutlu yapis1 [31].

Thomas and white tarafindan Pseudomonas sp. C12B bakterisinde SDS
biyodegradasyonu {izerine detayli bir c¢alisma yapmislardir. Bu calismada amag
SDS’deki C atomlarini radyoaktif 1s1ma yapan 14 C atomu ile isaretleyip radyoaktif
isima  teknigi kullanarak SDS  biyodegradayonunun yol haritasmi ¢ikarmak
amacglanmistir [32]. Radyoaktif 1g1malarda gozlenen sonuglar; 1-dodecanol ve 1-
dodecanoic asitin kullanilmas1 sonucunda SDS tespit edilmistir. Bu gdzlem birincil
alkil siilfatazin varligini gostermis olup, bakteri tarafindan SDS biyodegradasyonu 1-
dodecanol ile baslaylp birincil alkil siilfatazi aktiflestirdiginde, birincil alkol
dehidrogenazin ortaya c¢ikmasiyla 1-dodecanol asit olustugu belirlenmistir. Olusan

iirlinler bakteri metabolizmasima —oksidasyon yolu ile katilmistir [32] (Sekil 1.12).
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Sekil 1.15. SDS degradasyon mekanizmasi [32].

Gram negatif bakteriler deterjan degradasyonunda olduk¢a yaygmidr. Onceden
calisilmis bazi bakteri cins ve tiirleri: Klebsiella liquefasciens, Enterobacter
liquefasciens, Klebsiella aerogenes, Escherichia coli, Enterobacter agglomerans,
Staphylococcus albus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus tiiri., Klebsiella oxytoca,
Brevibacterium, Vibrio, Klebsiella pneumonia, Flavobacterium, Shigella and
Citrobacter. Yapilan caligmalardan gram pozitif bakterilerden sadece Staphylococcus
albus ve Brevibacterium deterjan degradasyonunda etkin mikroorganizmalar oldugu

tespit edilmistir [33].

Scott ve Jones [7] yaptiklar1 ¢alismada, yiizey aktif maddelerin ¢evrede yarattigi
kontaminasyonlar1 gozden geg¢irmislerdir. Bugiin kullanilan iki ana surfaktan LAS ve
APE’nin (alkil fenol etoksilat) atik su aritma tesislerinde kismen aerobik
degradasyona ugradigini, kismen de atik sulu ¢gamur adsorbe edildikten sonra araziye

uygulandigini, topraga sulu camurun uygulanmasiyla birlikte surfaktan diizeyinin 0-
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3 mg kg' araliginda olabilecegini, APE’nin iiriinlerin bozulmasinda az da olsa
toksisite gosterdigini, ayrica erkeklerde sperm sayisinin azalmasiyla ve kanserojen
etkilerle de baglant1 olabilecegini, sonu¢ olarak anyonik yiizey aktif maddelerin
yaygin olarak kullanimi ciddi oranda risk olusturmazken, katyonik ylizey aktiflerin
cok daha toksik oldugunu ve katyonik deterjanlarin degradasyonu ile ilgili bilgi

eksikligi oldugunu belirtmislerdir

Dong Hu goliindeki (Cin) LAS’in degradasyonunda mikrobiyal populasyonun
biiytikligliniin etkileri arastirilmistir. Calismada LAS oranlar1 arasinda korelasyon ve
goldeki baslangi¢ bakteriyal populasyonun biiyiikligii belirlenmistir. Sonug olarak
test ortaminda mikrobiyal populasyonun biiyiikliigiiniin, LAS degradasyon oranini

etkiledigi saptanmustir [34].

1.1.5. Deterjan Degrade Eden Bakterilerin Tammlanmasinda Kullanilan

Molekiiler Yontemler

Deterjan degrade eden bakterilerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu endiistriyel
atik sularin temizlenmesi ve bilimsel acgidan gittikce daha fazla 6nem kazanan bir
konu haline gelmistir [35]. Deterjan degrade eden bakterilerin tanimlanabilmesi ve
karakterizasyonu amaciyla bunlarin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik
ozellikleri ile antibiyotik duyarliliklar1 ve faj tiplerinin belirlenmesinin ve serolojik
olarak tiplendirilmelerini i¢eren klasik yontemlerin yani sira, son yillarda giincellik
kazanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmis rDNA’nin Restriksiyon Analizi (ARDRA), Pulsed
Field Jel Elektroforezi (PFGE), Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamide Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE), Cogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP) ve
DNA dizilim analizi gibi molekiiler biyoloji tekniklerinden de yararlanilabilmektedir
[30]. Bu yontemlerin her biri bakteri izolatlarini cins, tiir, alt tiir ve sus diizeyinde
smiflandirmaya, tanimlamaya ve karakterize etmeye caligmaktadir. Bu yontemlerin
her biri bakteri izolatlarini cins, tiir, alt tiir ve sus diizeyinde simiflandirmaya,
tanimlamaya ve karakterize etmeye calismaktadir. Her yontemin uygulama, tekrar

edilebilirlik, ekipman gereksinimi ve ¢6ziime ulasmadaki kesinlik diizeyleri
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acisindan avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ancak, genellikle son yillarda
kullanilmaya baslanan DNA’ya dayali molekiiler yontemler son derece giivenilir,
basit ve pahali olmayan tanimlama ve siniflandirma yoOntemleri olarak
degerlendirilmektedir [35,37]. Biyokimyasal prosediirlerin ve fenotipik metotlarin
smiflandirmada yetersiz kalmasi arastiricilart yeni yontemler bulmaya yoneltmistir.
Bu yontemler DNA {izerine kurulu molekiiler metotlar olarak tanimlanmistir [38]. Bu
yontemlerin basinda; plazmid profil analizi, DNA/DNA hibridizasyonu, restriksiyon
endoniikleaz analizi, ribotiplendirme, pulsed-field jel elektroforezi, polimeraz zincir

reaksiyonu ve niikleotid sekans analizleri gelmektedir.

Bu metotlarin temel avantajlar:

e Kuvvetli bir ayirim giiciine sahiptirler. Cok yakin tiirlerin ayrimi bile
gerceklesebilir,

e Bakteriden DNA izolasyonu tanimlanmistir ve kolay bir yontem oldugu i¢in
materyal kolaylikla elde edilebilir,

e Farkli kaynaklardan DNA izolasyonu ile ayn1 yontem kullanilarak
sistematige gidilebilir,

e DNA stabil bir molekiil oldugu i¢in Kkiiltiir igeriginden ve hazirlanan
asamalardan etkilenmemektedir. Boylece daha giivenilir sonuglar elde
edilebilir,

e Sonuglar istatistiksel analizler ve diyagramlar ile desteklenebilir,

e Yeni izole edilen suslarin da varlig1 bu sekilde kanitlanabilir.

1.1.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Temel Prensipleri

PZR, bakteri, viriis, mantar, parazit ve protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef
niikleik asit zincirlerinin primer adi verilen spesifik komplementer oligoniikleotitler
ve 1siya dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) kullanilarak in vitro olarak
amplifikasyonunu saglayan oldukca 0zgiin ve giivenilir molekiiler biyolojik bir
tekniktir [39]. Bu yontem, ¢ift iplikli bir DNA molekiiinde hedef dizilere iki

oligoniikleotit primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir [40]. PZR’nin temel
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bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiili, DNA polimeraz enzimi,
primerler, dNTP karisimi, tampon ve MgCl,’dir [41]. Oligoniikleotit primerler, kalip
DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli
DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelere baglanirlar.
Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmasi diisiik sicaklik derecelerinde
gerceklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort gesit organik bazin
bulundugu deoksiriboniikleotid trifosfat (dNTP) varliginda primerin 3' hidroksil
ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA
molekiilii sentezlenmis olur. Bir PZR dongiisiit DNA’nin tek iplik¢ik haline gelmesi
(denatiirasyon), primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (elongasyon) olmak iizere
iic asamadan olusur [40]. Ardi ardina tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin
baglanmas1 ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide
2 katina ¢ikar. Sentezlenen DNA iiriiniiniin saptanmasi, kopyalar1 ¢ikarilan primerler
arasinda kalan belli baz c¢ifti blyiikligiindeki boélgenin jel iizerinde veya
amplifikasyon yapilan bdlgeye uygun tamamlayici prob ile hibridizasyon sonrasi

belirlenmesi ile ger¢eklesmektedir [42].

PZR teknolojisinin gelismesiyle ¢ok farkli PZR uygulamalar: da ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle, yeni PZR uygulamasinin diizenli ve optimum bir sekilde ¢alismasi i¢in her
laboratuvarda yeniden ayarlanmasi gerekmektedir [43]. Eger PZR sartlar1 yeni PZR
uygulamasi i¢in uygun bir sekilde yeniden ayarlanmazsa bazi problemlerle

karsilagilabilmektedir [44,45]. Bu problemler;

e PZR’den beklenen liriin ya az alinir ya da hi¢ alinmaz.

e Primerlerin yanlis baglanmasindan dolayi spesifik olmayan bantlar olusabilir.

e Primerler yanlis sekilde uzayabilir.

e Primer-dimer olusumu ortaya ¢ikabilir ve bu olusumlar ¢ogaltma islemini
yavaslatir.

e Yeni sentezlenen DNA dizilerinde mutasyon veya istenilenden farkli diziler
ortaya ¢ikabilir.

e PZR’m avantajlari;

e Teknigin ¢ok hizli ayn1 zamanda da oldukga spesifik olusu en Onemli

Ozelliklerindendir.
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e Kan, serum, doku, hiicre gibi materyallerin yani sira olduk¢a eski zamanlara
ait olan kurutulmus Orneklerden (antropolojik ¢alisma) de niikleik asitler
ekstrakte edilebildiginden ve hedef DNA’nin ¢ok kiiciik konsantrasyonlarinin
bile bu is i¢in yeterli olabilmesi nedeniyle oldukga pratik bir yontem olarak
kabul edilir.

e Toksin olusturan etkenlerin ve saptanmasi gii¢ olan toksinlerin, bakteri alt
tiplerinin, laboratuvar kosullarinda iiretilmeleri oldukca gii¢ olan viruslarin
teshis edilebilmesini saglamaktadir.

e Direnglilige neden olan genin belirlenmesi ile antibakteriyel ilaglara direngli
olan bakterilerin saptanmasmda kullanilir. Ornegin, Staphylococcus
aureus’da metisilin direng geni PZR ile tespit edilmistir.

e Adli tipta basta babalik tayini olmak iizere pek ¢ok alanda, popiilasyon
genetigi  ve  epidemiyolojik  c¢alismalarda  giderek  yaygimlasarak
kullanilmaktadir [43, 46].
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Sekil 1.16. PZR amplifikasyon basamaklar1 [47]
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1.1.5.1.1. PZR Primerlerinin Tasarim

Basarili bir PZR icin en kritik parametre primerlerin tasarimidir. Tiim kosullarin
uygun oldugu bir durumda, sadece zayif tasarlanmis bir primer PZR reaksiyonun
calismamasina neden olabilir. Primer sekansi {iriiniin gen iizerindeki pozisyonu ve
uzunlugu, erime sicakligi, ve nihayetinde PZR verimi dahil pek c¢ok parametreyi
etkiler [48] (Sekil 1.17). Zayif tasarlanmis bir primer, iiriin olusumunu bastiracak
bicimde rakip olabilen primer-dimer olusumu ve/veya 6zel olmayan amplifikasyon
sonucu ¢ok az veya hi¢ {iriin iiretilmemesine neden olabilir. PZR i¢cin primer

tasarlanirken dikkat edilmesi gereken kurallar1 sunlardir [49]:

Primer Sec¢imi: PZR primerleri tasarlanirken ¢esitli parametrelere dikkat edilmelidir.
En kritikleri; primer uzunlugu, erime sicakligi (Tm), hassasiyet (specificity),
tamamlayici primer sekanslari, G/C miktar1 ve polipirimidin (T, C) ve polipurin (A,

G) uzamalar1 ve 3’ u¢ sekansidir [49].

Primer uzunlugu: PZR hassasiyeti, baglanma sicakligi ve baglanma siiresi primer
uzunluguna bagli oldugundan bu parametre basarili bir PZR icin ¢ok 6nemlidir.
Genel olarak, baglanma sicakli§1 uygun oldugunda 18 ile 24 bazlik oligoniikleotidler
belli bir sekansa 6zel olarak baglanirlar. Primer uzunlugu ayni zamanda baglanma
verimi ile de dogru orantilidir. Genel olarak primer uzadik¢a, baglanma verimi azalir.
Her basamakta daha az ana molekiil primerle baglandigindan c¢ogaltilan triinde
onemli derecede azalmaya neden olur. Uygulama 0&zellikle gerektirmedikge,
primerler ¢ok kisa olmamalidir. Asagida bahsedildigi gibi hedef en az 50°C’lik
baglanma sicakligina sahip bir primer tasarlamaktir. Baglanma sicakligi ile erime
sicaklig1 arasindaki baglanti PZR’nin kara kutularindan biridir. Genel kural
baglanma sicakligin1 erime sicakligindan 5°C daha diisiik olarak kullanmaktir.
Genellikle sadece bu sekilde hesaplanan baglanma sicaklig, en1 uygun sicaklik
olmayip belirlemek icin ampirik deneyler yapilmak zorunda kalmabilir. Bu

optimizasyon kademeli termal dongii kullanilarak kolaylikla yapilabilir [S0].
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Erime sicakhgr (Tm): Hedef/bolge yonlii PZR reaksiyonu icin iki primer
kullanildigr unutulmamalidir. Her iki oligoniikleotid primer de benzer erime
sicakliklarma sahip olacak sekilde tasarlanmalidir. Eger primerler Tm nedeni ile
yanlis baglanirsa, amplifikasyon daha az verimli olacaktir. Diisiik sicaklikta Tm’ye
sahip primer yiiksek sicaklikta, yiiksek sicaklikta Tm’ye sahip primer diisiik
sicaklikta calismayacaktir. Oligolarin erime sicakli§i en yakin komsu termodinamik

hesaplamalar1 kullanilarak kesin olarak hesaplanabilir [50].

Primer hassasiyeti: Yukarida bahsedildigi gibi, primerin hassasiyeti, primer
uzunluguna baghdir. 24 bazlik 6zgiin oligo sekanslar1 15 bazlik oligo sekanslarindan
daha hassastir. Primerler kismi olarak c¢ogaltilicak hedef DNA i¢inde 6zgiin bir
sekans tastyacak bi¢imde tasarlanmalidir. Tekrarlanan sekanslar igeren primer ile
genomik DNA cogaltilmasi bulaniklik ile sonuglanacaktir (birden fazla {iriin tiirii).
Ancak ayni primer, genomik kiitiiphaneden tek bir klon ¢ogaltildiginda net, tek bir
bant verebilir. Taq polimeraz genis bir sicaklik araliginda aktif oldugu icin primer
uzamasi diisiik baglanma sicakliklarinda meydana gelebilir. Sicaklik ¢ok diisiik
oldugunda primer ile 6zgilin olmayan baglanma ger¢eklesebilir. Eger 3° ucunda kisa
da olsa homoloji varsa polimeraz bu noktadan ¢aligmaya devam eder. Genel olarak

55-72°C arasindaki erime sicakligi en 1yi sonucu verir [50].

Tamamlayic1 primer sekanslari: Primerler 3 bazdan daha fazla i¢ primer
homolojisine sahip olmayacak sekilde dizayn edilmelidir. Primerler kendi i¢inde
homolojiye sahip olursa, “snap back” veya “hairpin” (sa¢ tokasi) tabir edilen,
primerin homolog sekanslar1 sebebiyle kendi {izerine katlanarak cift zincir olustrmasi
gortilebilir. Bu da primerin hedef DNA’ya baglanmasim etkileyecektir. Diger bir
tehlike primerler arasi homolojidir. Iki primerin orta bdliimiindeki kismi homoloji
hibridizasyonu engelleyebilir. Eger homoloji primerlerden birinin 3’ ucuna karsilik
geliyorsa primer-dimerleri ( birbirine baglanmisiki primer molekiilii) olusur. Bu da
elde etmek istenen liriinle yarisacagi i¢in istenilen {iriiniin olusmasini engelleyecektir

[49].
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G/C miktan ve poliprimidin (T, C) ve polipurin (A, G) uzamalari: Primerlerin
baz kompozisyonu % 45 ile % 55 arasi GC tasiyacak sekilde olmalidir. Primer
sekans1 6zel olmayan baglantilar1 arttiracak poli G ve poli C uzamalar1 olmayacak
sekilde sec¢ilmelidir. Primer-hedef kompleksinde gevsemeye yol agacak Poli A ve
poli T uzantilarindan da kacinilmalidir. Bu amplifikasyonun verimini diisiirebilir.
Polipirimidin (T, C) ve polipurin (A, G) uzantilarindan da kag¢milmalidir. ideal
olarak bir primer % 50 G C igerik tasiyan ve yaklasik 20 bp uzunlugunda
niikleotidlerin rastgele karisimina sahiptir. Bu yapi erime sicaklipt Tm’yi 56-

62°C’lik aralikta tutar [49].

3’- uc sekansi (zinciri); 3’ terminal pozisyonu yanlis baglanmay1 kontrol i¢in ¢ok
onemlidir. Bu bdlgede yer alan primer homolojilerinin yaratacagi sorunlardan
bahsedilmisti. Diger bir degisken primerlerin 3’ ucuna G ve C bazlarinin
eklenmesidir. Bu GC kiskac1 G/C niikleotidlerinin daha kuvvetli hidrojen baglarla
baglanmas1 nedeni ile 3’ ucun sonuna dogru baglanmayi garanti eder. Bu ayni
zamanda primer-hedef kompleksinde gevsemelere bagli olaraak reaksiyon hizinin
yavaslamsinin oniine gegerek siire kaybini azaltir ve reaksiyon verimini arttirir [50].

Primer tasarim i¢in yeterli istatiki bilgilerin arastirilmast ve kesin sonuglara
ulasilmas1 biyoenformasyoncular i¢in yeni yazilim programlari gelistirmelerine
neden olmustur. Bu yazilim programlarin bazilari; Vector NTI Express (Life
Technologies, ABD), Oligo primer designer (ABD), NCBI (National Center of

Biotechnology Information Primer designer tool)
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Sekil 1.17. Forward 5’- 3’ve Reverse 5°- 3’ primerleri [51]

1.1.5.2. 16S rDNA Dizi Analizi

16S rDNA gen bolgesi filogenetik iligkinin belirlenmesinde ve bakteriyal tanimlama
calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. 16S rDNA gen bolgesi RNA’nin bir
alt birimi olup toplam uzunlugu yaklagik 1540 niikleotittir. Yiiksek oranda korunmus
bolgeleri igeren 16S rDNA gen bdlgesi tiim tiirlerin tanimlanmasmda oldukca
faydalidir ve bu bolgeler tir igin spesifiktir [52]. Korunmus bdlgeler yavas
evrimlestikleri i¢in taksonomik karsilastirmalar1 saglayacak verileri igermektedir.
16S rDNA sekans verileri genbanklarda deposit edilmekte ve ihtiya¢ duyuldugunda
bu veriler gen bankalarindan kolaylikla elde edilebilmektedir [52-54].

16S rDNA dizisinde, diger tiim organizmalardan % 3’den fazla farklilik gosteren bir
prokaryotun yeni bir tiir oldugu diigiiniilebilir. Bunu destekleyen en 6nemli veri, 16S
rDNA dizisinde % 97°den az benzerlik gosteren iki prokaryotun genomik
DNA’larinin genelde % 70’den az hibridize oldugudur. Yapilan ¢aligmalar 16S baz
dizilemenin bazi durumlarda genomik DNA hibridizasyonuna gore organizmalar1 tiir
seviyesinde ayirma giicliniin yetersizligini gostermektedir. 16S baz dizisi ¢ok benzer
ve hatta birebir olan bazi organizmalarin olduk¢a farkli bir genoma sahip oldugu

goriilmiistiir. Bu yiizden % 97°den fazla dizi benzerligi goriilen durumlarda genomik
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hibridizasyon yeni tiirlerin tanimlanmasi i¢in dnemli bir taksonomik tekniktir [55-
57]. DNA eslesme caligmalarinin sonuglar1 ile ribozomal RNA dizi analizleri ve
numerik taksonomi gibi diger teknik uygulamalarindan elde edilen veriler arasinda
uyum olmasi gerekmektedir. 16S rDNA dizisi, cinsler ve dogru kararlastirilmis tiirler
arasinda iliski kurmak ve onlar1 birbirlerinden ayirt etmek icin kullanilmaktadir,
fakat, son donemde yapilan ¢aligmalar sadece 16S rDNA gen bolgesinin yeni bir tiirii

belirlemek i¢in yeterli olmadigini géstermistir [57] (Sekil 1.18).

16S rDNA gen sekanslari, fizyolojik testler ve DNA-DNA hibridizasyon analizleri,
cins icersindeki tiirlerin filogenetik olarak smiflandirilmasinda kullanilan baslica
metodlardir. 16S rDNA gen analizleri ve DNA-DNA hibridizasyonu, modern
bakteriyal taksonominin ‘altin standardi’ olmalarina ragmen dezavantajlara da
sahiptir. 16S rDNA molekiiliiniin yiiksek oranda korunmus dogasi bakteriyal
izolatlarin cins seviyesinde ve cins i¢indeki tiirlerin % 98,7 sekans benzerliginin
iizerindeki degerlerle ayriminda olduk¢a faydali olmasma ragmen, 16S rDNA gen
sekans karsilastirmalar1 ¢ok yakin iligkili tiirler arasinda ayirt edicilik saglamayabilir.
Ayrica, % 99 biiyiik sekans benzerlik seviyesinde, sekans hatalarinin olma ihtimali
suslarin uzaklik iliskilerini belirlemede yeterli duyarlilik gostermeyebilir. DDH
calismalar1 yakin iligkili tiirler arasindaki akrabaligi belirlemeye izin verirken, uzak
akraba tiirler arasindaki iligskiyi belirlemede kullanilamaktadir. Bunun i¢in yapisal
(housekeeping) gen sekanslarinin kullanimi, 16S rDNA gen sekans analizlerinin
tamamlayicis1 olarak tiir seviyesinde belirlemeyi saglamak i¢cin onerilmektedir [58-

60].
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Sekil 1.18. 16S rDNA sekans analiz yontemi [61]

1.1.5.3. Filogenetik Agacin Olusturulmasi ve Filogenetik Analiz

Tirlerin filogenetik tarihini inceleyen bilim dali filogeni olarak adlandirilir ve bir
filogenetik agac bu tarihin grafik bir 6zetidir. Filogenetik analiz, yaygin bir ata
soyundan gelen tiirlerin soylar1 hakkindaki hipotezlerin test edilmesi siireci
anlamindadir. Daha pratik bir anlamda ise, bu analiz mevcut organizmalarin yakin
iliskilerini belirlemek ve organizmalar1 filogenetik soylar kapsaminda sistematik
konumlari i¢in kullanilir. Molekiiler filogenetik analiz ise hizli DNA dizilenmesinin
olusumu ile daha yaygm hale gelmistir. Analizler sonucu olusturulan filogenetik
agaclar hangi organizmalarin daha yakin iligkili, hangilerinin ise uzak olduklarmi

belgelemektedir [62].
Niikleotit dizileri ya da aminoasit dizileri, filogenetik analizleri i¢in en ¢ok kullanilan

molekiillerdir. Filogenetikte, niikleik asitlerin kullanimi, niikleik asit dizilenmesinin

hizli, ucuz ve giicli olmasi avantajina sahiptir. Bunun yaninda, Ribozomal
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Veritaban1 Projesi gibi biiyiik veritabanlarinin mevcut olmasi, filogenetik analizini

kolaylastirmaktadir [62-63].

Bir niikleik asit ya da aminoasit dizisi elde edildikten sonra, bir filogenin ortaya
cikarilmasimdan sonraki asama, analiz i¢in goreli bir sistem saglayan benzer dizilerin
tanimlanmasidir. Ornegin Ribozomal Veritabani Projesi gibi bazi veritabanlar:
verisetlerinin olusturulmasi ve baslangi¢ filogenetik analizin yapilmasi i¢in web
tabanli destek saglayabilir. Bunun yani sira Basic Local Alignment and Search Tool
(BLAST) gibi otomatik arastirma ve karsilastirma araci da bulunmaktadir. Bu
aractan yararlanilarak calismada kullanilan dizi ile en yakin iligkili diziler belirlenir

[62].

Filogenetik agaci olusturmak icin bir¢ok algoritma kullanilmaktadir. Tindall ve
arkadaslarinin 2010°da gerceklestirdikleri ¢alismada da onerildigi gibi organizmalar
arasindaki genetik mesafeyi hesaplamak icin bakteri sistematiginde en sik kullanilan
ve kullanimi tavsiye edilen parametre, 1969 yilinda Jukes ve Cantor tarafindan
onerilen ve kendi isimleriyle anilan parametredir. Jukes-Cantor modelinde tiim
niikleotit pozisyonlarinda bagimsiz degisimin oldugu ve bu sebeple diger ii¢ bazin
birbirine doniisiimiinde esit olasilik oldugu kabul edilmektedir. Yani, de§isim
oranlarmin tiim konumlar boyunca esit oldugunu, degisimlerin rastgele ve niikleotit
sikliginin 0.25 oldugunu, dizi i¢inde ekleme ya da ¢ikarma meydana gelmedigini, her
bir degisimin baslangic niikleotitinden bagimsiz oldugunu varsaymaktadir [62-63].

Bir uzaklik matrisinin olusturulmasini takiben ikinci asama, bu filogenetik
uzakliklarin iliskilerini anlamli bir gosterime doniistiiriilmesidir. Kiimeleme analizine
benzer, ultrametrik olmayan, toplumsal aga¢ olusturmak igin farkli bir algoritma
kiimesi olan Neighbor-joining (NJ) algoritmasi en popiiler olanidir. Kiimeleme
analizinde oldugu gibi bu algoritma bir uzaklik matrisi ile baslar fakat ikinci oran
diizeltilmis matrisin olusturulmas: ile farklilik gosterir [62]. NJ yontemi genetik
mesafe (distance) matriksinden faydalanarak kiimelemeyi gerceklestiren bir
yontemdir. Filogenetik agacin dallar1 boyunca mutasyon hizinin farkli olabilecegini

kabul eder [64].
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Unweighted pair-group method using aritmetic averages (UPGMA); Aritmetik
ortalamay1 kullanan agirliklandirilmamis es karsilastrma yontemi gibi kiimeleme
analizleri filogenlerin yeniden olusturulmasi i¢in en temel yaklasimlardan biridir..
Yontem filogenetik agacin dallar1 boyunca mutasyon hizinin sabit oldugunu kabul
eder ve dallarin koklerini esas alarak kiimeleme gerceklestirir [63]. Uzaklik
yontemlerinde en ¢ok kullanilan Maksimum-parsimoni (tutumluluk) ve Maksimum
Likelihood (en ¢ok olabilirlik) metodlaridir. Maksimum-parsimoni ‘en basit ¢oziim
en dogru olandir’ prensibine dayanir. Bu prensip, molekiiler veri cinsinden gézlenen
dizi verisini agiklamak i¢in kullanilir. Maksimum-parsimoni (tutumluluk) metodu
muhtemel aga¢ topolojileri iginde en parsimonik agaci bulmak i¢in kullanilir. Tim
degisim sayisinin en az oldugu agag¢ en parsimonik olandir ve filogenetik olarak en
yakin ¢ikarsama tutumlulugu olusturmaktadir [64]. Maksimum Likelihood
metodunda maksimum-parsimoni metodunda oldugu gibi belirli sayidaki alternatif
agaclar1 degerlendirmek i¢in en c¢ok olabilirlik Olgiitiinii kullanir. Maksimum
Likelihood algoritmasi, her bir diiglimdeki her bir 6zelligin ortaya ¢ikma olasiligmin
carpiminin hesaplamasini kullanir ve bu hesaplamalardan elde edilen sonuglarla agag

topolojisindeki dizi verilerinin uyum saglama olabilirligini arttirmaktadir [62, 63].

Agaclarin giivenilirlik derecesini istatiksel olarak degerlendirmek i¢in kullanilan
yaklagimlardan biri se¢-bagla (bootstraping) olarak adlandirilan yontemdir. Se¢ bagla
testinde, bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti
olusturur. Caligmada kullanilan dizinin baz ¢ifti kadar yeni bir dizi olusturmak i¢in
bu pozisyonlardan birini rastgele secer, bunu yeni dizinin ilk 6gesi yapar ve se¢ bagla
testine baglar. Daha sonra rastgele sectigi bir pozisyon yeni veri setinin ikinci veri
noktasmi olusturur ve bu ekleme orijinal verinin boyutu elde edilene kadar devam
eder. Daha sonra yeni veri seti filogeni hesaplamak icin kullanilir. Yeniden
orneklenmis veri setinden olusan agaclarda belirli bir dalin ortaya ¢ikma yiizdesi
hesaplanir. Sec-bagla tahmininde bir dal ne kadar ¢ok kere aciga cikarsa, o dalin
gercekte var olduguna dair giiven artmaktadir. Seg¢-bagla testi belli bir agac
iizerindeki dallardan hangilerinin digerlerine goére daha iyi desteklendiklerini

degerlendiren bir tekniktir [64, 65].
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1.2. Calismanin Amaci

Bu ¢alismanm amaci Kirikkale-Kizilirmak’in deterjan kirliligi agisindan durumunun
belirlenmesi, deterjan kirliligi gdsteren bdlgelerden deterjan degrade eden
bakterilerin izole edilmesi, izole edilen bakterilerin tanimlanmasi1 ve degradasyon
yeteneklerinin belirlenerek  potansiyel olusturan suslarin molekiiler

karakterizasyonlarmin yapilmasidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Besiyerleri

2.1.1.1. Mineral Salt Medium (MSM) Besiyerinin Hazirlanisi

Izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde saklanmasi ve bilyiime egrilerinin
belirlenmesi icin kullanilmistir. MSM agar besiyeri; KH,PO4 (3.5 g), KbHPO4 (1.5
g), NH4CI (0.5 g), NaCl (0.5 g), Na,SO4 (0.14 g), MgCl,.6H,0 (0.15 g), agardan (10
g) olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1

atm basingta otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.2. Nutrient Broth (NB) Besiyerinin Hazirlanisi

Izole edilen bakterilerin DNA izolasyonu ve protein izolasyonu deneylerinde
kullanilmistir. Nutrient broth besiyeri; pepton (5 g), et 6ziitiinden (3 g) olugsmaktadir.
Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.3. Plate Count Agar Hazirlanisi

Bakteri sayiminda kullanilan inhibitér veya indikator icermeyen genel kati
besiyeridir. Koloni olusturan birim sayiminda kullanilmistir. Plate count agar
besiyeri; tripton (5 g), maya oOziti (2.5 g), glukoz (1 g) ve agardan (12 g)
olugsmaktadir. Kullanilacak miktarda besiyeri, dncesinde otoklavda 121°C’de 1 atm

basingta steril edilmistir.
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2.1.1.4. Deterjan Sanayi Atik Su Orneklerinin Toplanmasi

Deterjan sanayisine ait olan attk su &rnegi Ankara Ivedik organize sanayi
bolgesindeki deterjan iiretimi yapan sanayi kurulusundan temin edilmistir (Sekil
2.1.). Alinan atik suyun sterilazyonu i¢in 0.2 pm’luk filtre (Milipore, Almanya) ile

steril kullanilmastir.

Sekil 2.1. Calismada kullanilan deterjan sanayi atik suyu 6rnekleri

2.1.2. Kullamilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.2.1. Deterjan Stok Cozeltisinin Hazirlanisi

2.1.2.1.1. SDS Cozeltisinin Hazirlanisi

10 g SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir. 0.2 um’luk filtre (Milipore,

Almanya) ile steril edilmistir.

2.1.2.1.2. Deterjan Standart Cozeltisinin Hazirlamisi

Alinan su orneklerinde deterjan miktarinin tayini i¢in; sirasiyla 2, 4, 8 ve 10 mg SDS

tartilarak 1000 mL distile suda ¢oziilmiistiir.
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2.1.2.2. NaCl Cézeltisi (5 M, 100 mL)

29.2 g NaCl tartilarak, 100 mL distile su ile ¢oziilmiistiir.

2.1.2.3. Metilen Mavisi Stok Cozeltisinin Hazirlanis1 (5 mL)

0.025 g metilen mavisi tartilarak SmL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.2.4. % 70’lik Etanol (100 mL)

30 mL distile su ile 70 mL % 100’luk etanol ile karistirilarak hazirlanmistir.

2.1.2.5. Tris-HCI Cozeltisi (50 mM, 100 mL)

8.47 g Tris-HCl tartilarak 50 mL distile suda ¢oziilmiistiir ve pH 8.0’e ayarlanmustir.

Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmaistir.

2.1.2.6. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlamis1

242 g Tris, 37.2 g Na,EDTA.2H20 tartilarak 57.1 mL glasiyal asetik asit ile

¢Oziilmiistiir. Son hacim 1000 mL olacak sekilde saf su ile tampon tamamlanmistir.

2.1.3. DNA lzolasyon Kitinde Kullamlan Kimyasallar

Izolasyonda Bacterial Genomic Miniprep DNA izolasyon kiti (Sigma-Aldrich, ABD)

kullanilarak yapilmistir.
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2.1.4. Suslarin Tanimlanmasinda Kullanilan Primerler

Izolatlarin 16S rDNA gen dizisini PZR ydntemi ile gogaltarak dizi analizini yapmak

amaci ile kullanilan primerler ve 6zellikleri verilmistir.( Cizelge 2.1)

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Dizi (5'-3") Ozellik Tm (°C) Referans
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Obakteriyal, diiz 48 [74]
1492R ACCTTGTTACGACTT Universal, ters 43 [75]

F, forward; R, reverse

2.1.5. Alkil Siilfataz Enzimi Protein Izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.5.1. Potasyum Fosfat Tamponu (KH;PO4, K;HPO4, 1000 mL)

6.8 g KH,PO4 ve 8.7 g KoHPO, tartilarak 1000°er mL distile suda ¢oziilmiistiir.

Hazirlanan iki ayr1 ¢6zelti belirli oranlarda karistirilarak pH 7.0’ye ayarlanmastir.

2.1.5.2. Tris Cozeltisi (10 mM Tris-HCI, 100 mL)

0.1576 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oziilerek pH 8.0’e ayarlanmistir. Son hacim

100 mL’ye saf su ile tamamlanmistir.
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2.1.6. Native-PAGE Stok Soliisyonlarn ve Hazirlamsi

Native-PAGE jel elektroforezinde kullanilan stok soliisyonlarinin hazirlanisi

belirtilmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Native-PAGE stok soliisyonlarinin hazirlanis

Stok soliisyonlari Hazirlamisi

Tris-HCI, 2 M 24.2 g Tris tartilarak, 50 mL saf suda ¢ozilmistiir. pH
8.8’¢ ayarlanip saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Tris-HCI, 1 M 12.1 g Tris tartilarak, 50 mL saf suda ¢ozilmistiir. pH
6.8’¢ ayarlanip saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Gliserol (% 50) 50 mL %100°lik gliserol alinip saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmustir.

Bromfenol mavisi (% 1) 100 mg Bromfenol mavisi tartilarak, 10 mL saf su i¢inde
¢Ozilmiistiir.

2.1.7. Native-PAGE Calisma Soliisyonlar ve Hazirlamsi
Native-PAGE jel elektroforezi i¢in kullanilan calisma soliisyonlar1 belirtilmistir

(Cizelge 2.3). Native - PAGE i¢in kullanilan biitiin stok soliisyonlar ve ¢ozeltiler

+4°C’de saklanmistir.
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Cizelge 2.3. Native-PAGE soliisyonlarinin hazirlanisi

Calisma soliisyonlari Hazirlamisi

Soliisyon A % 30 29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid tartilip saf su
akrilamid % 0,8, bisakrilamid (100 mL)  ile 100 mL’ye tamamlanarak ¢dzilmiistiir.

Soliisyon B (4x) (100 mL) 2 M Tris-HCI (pH=8.8) 75 mL, 25 mL saf su
eklenerek hazirlanmustir.

Soliisyon C (4x) (100 mL) 50 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 50 mL saf su
eklenerek hazirlanmustir.

Amonyum persiilfat % 10’luk (5 mL) 0.5 g amonyum persiilfat tartilip saf su ile 5 mL’ye
tamamlanmustir.

Elektroforez tamponu (1L) 3 g Tris (25uM), 14.4 g glisin (192 mM) tartilarak saf
suile 1 L tamamlanmuistir.

Ornek tamponu (5x) 10 mL 0.6 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 5 mL % 50 gliserol;
0.5 mL 2-merkaptoetanol, % 1 Bromfenol mavisi 1
mL; 2.9 mL saf su eklenerek hazirlanmstir.

2.1.8. Ayirici Jelin Bilesimi (% 12)

Ayirict jelin hazirlanmasi i¢in kullanilan soliisyonlar belirtilmistir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Ayirict jelin hazirlanmasi

Ayiricl jel soliisyonlar: Miktarlarn

Soliisyon A (Stok) 7.8 mL
Soliisyon B (Stok) 6 mL

Saf su 10.08 mL
Amonyum persiilfat 79.2 uL
TEMED 15.6 uL

42



2.1.9. Dengeleyici Jelin Bilesimi (% 4)

Dengeleyici jelin hazirlanmasi i¢in kullanilan soliisyonlar belirtilmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Dengeleyici jelin hazirlanmasi

Dengeleyici jel soliisyonlar1  Miktarlar:

Soliisyon A (Stok) 1.13 mL
Soliisyon C (Stok) 2 mL
Saf su 4.67 mL
Amonyum persiilfat 27 uL
TEMED 7.5 uL

2.1.10. Commassie Brillant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi

% 0.1 Commassie Brillant Blue boya tartilarak, % 12’lik glasiyal asetik asit ve %

50’lik metanol ile karistirilarak ¢oziilmiistiir.

2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alami ve Su Orneklerinin Toplanmasi

Kizilirmak, Tiirkiye topraklarindan dogup yine Tiirkiye topraklarindan denize
dokiilen en uzun akarsuyumuzdur. Admi akarsu yataginda bulunan, 3. zaman
ortalarinda ¢okelmis kirmizi renkteki kumlu-killi tortudan almaktadir [68]. Baslica
kollar1 Delice, Devrez ve Gokirmak’tir. Yagmur ve kar sulariyla beslenen nehrin
rejimi diizensizdir. Ortalama debisi 184 m?/sn olan nehrin 35 yillik g6zlem siiresince
ortalama akimi en az 18.4 m’/sn ve en ¢ok 1.673 m3/sn debiye ulastig1 tespit
edilmistir. Kizilirmak Nehri, Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehir, Kirikkale, Ankara,
Cankiri, Corum ve Samsun illerinden gecerken cok sayida dere ve ¢aym sularmni
toplayarak Bafra Burnu'ndan Karadeniz'e ulasir (Sekil 2.2.). Nehir {izerinde 12

onemli baraj vardir. Bunlar swasiyla; Imranli, Yamula, Bayramhacili, Hirfanli,
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Cizelge 2.6. Su orneklerinin alindig1 istasyonlar ve koordinatlari

Bolge No Bolge Ad1 Bolge Koordinatlar:
1 Kesikkoprii Baraji 39°23'53,41"K, 33°25' 18,44"D, 775 m
2 Kesikkoprii Baraji Su Tutma Bendi 39°22'50,98"K, 33°24' 56,99"D, 819,5 m
3 Erdemli Mah. - Sarimusalli Mevkii 39°26' 54,60"K, 33°23' 25,53"D, 781 m
4 Akkosan Merkez Mevkii 39°28'25,39 "K, 33°24' 00,99"D, 801 m
5 Egribiik - Akkosan Y. Mevkii 39°32'26,97"K, 33°23' 59,54"D, 760 m
6 Bucakyazi - Sazbucagi Mevkii 39°33'51,02"K, 33°24' 38,51"D, 750,5 m
7 Sulubiik - Kiyibag1 Mevkii 39°37 04,85"K, 33°26' 11,19"D, 771 m
8 Kapulukaya Baraj1 Girisi 39°39'42,39"K, 33°27' 13,46"D, 766,5 m
9 Kapulukaya Baraji Su Tutma Bendi 39°44' 08,62"K, 33°28' 59,95"D, 741 m
10 Asagryazi Kum Ocagi Mevkii 39°46' 56,08"K, 33°27' 42,27"D, 718,5 m
11 Mezbahane - MKE Tesisleri Mevkii 39°50' 00,92"K, 33°28' 07,85"D, 706,5 m
12 Irmak Mevkii - Kizilirmak 11 Smir1 Cikast 39°56'53,25"K, 33°25' 04,24"D, 699,5 m
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Googleeaiin

Sekil 2.3. Su 6rnegi alinan istasyonlarin Google Earth goriintiisii.

2.2.2. Su Oneklerinde MBAS Yéntemiyle Deterjan Analizi

Bu tez kapsaminda Kirikkale il simirlart igerisinden gecen Kizilirmak’in 12 farkl
bolgesinden 2014 yili boyunca iiger aylik periyotlar ile alinan su 6rneklerinde SDS
konsantrasyonlar1 arastirilmistir.  Alman su Orneklerindeki SDS  miktarinin
belirlenmesi amaciyla Metilen Mavisi Aktif Maddeleri (MBAS) anyonik deterjan
tayin yontemi kullanilmistir. Bu ydntem metilen mavisinin anyonik yiizey aktif
maddelerle reaksiyonu sonucu olusan mavi renkli tuzun kloroformda ¢oziilmesiyle
spektrofotometrik olarak Ol¢iimiine dayanir [34]. Metilen mavisi % 0.5 oraninda
distile suda ¢oziilerek bir stok boya ¢0zeltisi hazirlanacak ve fotokimyasal bozulmay1
en aza indirmek i¢in kahverengi bir sisede muhafaza edilmistir. Metilen mavisi stok
boya ¢ozeltisi, 0.7 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.2.) ile 100 kat seyreltilmistir. Temiz
cam tiiplere 0.5 mL seyreltilmis boya ¢ozeltisi, 1 mL 6rnek ve 3 mL kloroform
eklenerek 7 sn vortekslenmistir. Ardindan tiipler 3 dk boyunca 2 g'de oda
sicakliginda santrifiijlenmistir. Santriflij sonrasi olusan iki fazin karigmamasi ig¢in 10
dk oda sicakliginda bekletilmistir. 1 mL kloroform fazindan kuartz ya da cam kiivete
alarak 652 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur. Su 6rneklerindeki

SDS konsantrasyonu standart SDS ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden
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yararlanilarak belirlenmistir. Sonuglar mg/L olarak verilmistir. Alinan su 6rnkelrinde

bolgelere gore ortalama sicaklik ve pH dl¢timleri alinmistir.

2.2.3. SDS Degrade Eden Bakterilerin izolasyonu

SDS degrade eden bakterilerin se¢imi i¢in karbon kaynagi olarak 1.5 mM SDS siilfat
ve KH,PO4 3.5 g/L, KbHPO4 1.5 g/L, NH4CI 0.5 g/L, NaCl 0.5 g/L, Na,SO4 0.14
g/L, MgCl,.6H,0 0.15 g/L igeren MSM siv1 besiyeri (pH 7.1.) kullanilmisgtir. 12
farkli bolgeden alinan su 6rnekleri % 5 oraninda besiyerine inokiile edilip ve ekim
sonrasi erlenler 30°C 0.15 g’de inkiibe edilmistir. 24 saat sonra sivi kiiltirden 1.5
mM SDS iceren ve % 2 agar ile hazirlanmis olan basal salt medium ortamlarina ekim
yapilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda petriler, ortamdaki iireme cesidi bakimindan
incelenmistir. Segici ortamdan izole edilen farkli koloniler saflastrma igin ayni
ortamda tekrar kiiltiire edilmistir [70]. Kat1 besiyerinde biiytitiilen saf suslarin koloni

morfolojisi ve gram 6zellikleri belirlenmistir.

2.2.4. Maksimum Tolere Edilebilen SDS Konsantrasyon (MTK) Degerlerinin

Belirlenmesi

SDS degrade eden suslarin MTK degerleri, petrilerde koloni goriilmeyene kadar
MSM agar plaginda her gin 1 g/L artan konsantrasyonda SDS eklenerek
saptanmistir. Baslangi¢ konsantrasyonu, literatiir bilgilerine gore belirlenmistir. Son
konsantrasyonda biiyiiyen kiiltiir, ¢izgi metoduyla petriye ekilerek daha yiiksek

konsantrasyona aktarilarak MTK degerleri bulunmustur.

2.2.5. Bakterilerin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi
Izole edilen suslarn iki gecelik taze kiiltiir drnekleri 1 g/L SDS igeren 100 mL’lik

MSM sivi  besiyerleri calkalamali etiivde 30°C’de inkiibe edilmistir.
Spektrofotometrede dalga boyu 600 nm’ye ayarlanarak her 6 saatte bir Ol¢timleri
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almmistir. Elde edilen optik density (OD) degerleri ile {iireme egrileri

olusturulmustur.

2.2.6. Bakterilerin Deterjan Sanayi Atik Suyundaki Ureme Egrilerinin

Belirlenmesi

Izole edilen her bir sus igin deterjan sanayi atik su drnekleri (100mL) steril edilerek
ve steril edilmeden li¢ tekrarli olacak sekilde ekim yapilarak 30°C’de ¢alkalamali
etiivde inkiibe edilmistir. 6 saat araliklarla alinan 6rnekler spektrofotometrede 600

nm’de Ol¢iilmiistiir. Elde edilen OD degerleri ile iireme egrileri ¢ikarimistir.

2.2.7. Koloni Olusturan Birim Sayimi (CFU)

Her bir sus icin gecelik kiiltiirlerden 100 pL almarak 1 g/ SDS iceren MSM sivi
besiyerine ekim yapilmistir. 6 saatte bir 1 mL 6rnek alinip seyreltme yapilarak plate
count agarlara ekilmistir. 2 giinliik inkiibasyon sonrasi koloni olusumu gézlemlenmis

ve sayilmistir [69].

2.2.8. SDS Degradasyon Oranlarinin Belirlenmesi

Her bir sus i¢cin gecelik kiiltiirlerden 100 pL alinarak SDS iceren MSM sivi
besiyerine ekim yapilmistir. 6 saatte bir 1 mL 6rnek alinip Metilen Mavisi Aktif

Maddeleri (MBAS) anyonik deterjan tayin yontemi kullanilarak SDS degradasyon

miktar1 belirlenmistir.
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2.2.9. Kromozomal DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

Izole edilen SDS degrade eden bakterilerin kromozomal DNA izolasyonu Bacterial
Genomic Miniprep DNA izolasyon kiti (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak
yapilmistir. 15 mL’lik kiilttir 1.35 g’de 5 dk santriftijlenmis ve siipernatant atilmistir.
Pellet tlizerine 180 pL Lyse T eklenmistir ve karistirilmistir. Daha sonra 20 pL
RNAaz A eklenerek 2 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Bekledikten sonra 20 pL
proteinaz K eklenerek 30 dk 55°C’de bekletilmistir. Ornekler alinip 200 pL Lizis
Solusyon C koyup karistilmistir, % 95 lik etanol ekleyip vortekslenmistir. Yeni
tiiplere almarak 1dk 7 g’de santrifiij edilmistir. Ornek {izerine 500 pL yikama
solusyonu 1 eklenmis ve karistirilip 1 dk 7 g’de santrifiij edilmistir. Siipernatant
tekrar yeni tiipe alnip 500 pL yikama solusyonu eklenir 3 dk 15 g santrifiij
edilmistir. Son olarak 200 pL Elution Solution eklenmis 5 dk bekletilip 15.g 1dk
santrifiij edilmistir ve -20°C’de saklanmustir [71].

2.2.10. PZR ve Optimizasyonu

16S rDNA orneklerini amplifiye etmek icin standart 16S rDNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primer ¢ifti, 27 F
primer: 5-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’[66] ve
1492 R primer: 5'-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3’[67] kullanilmistir. Primerlerin Tm 6zellikleri ve literatiir verileri baz alinarak bir
PZR programi belirlenmis ve bu program kullanilarak PZR reaksiyonun genomik
DNA, MgCl, miktar1 ve farkli annealing sicakliklar1 denenerek optimizasyon
yapilmistir. Optimum PZR reaksiyon icerigi ve programlar1 asagidaki gibidir. PZR
amplifikasyonunda toplam hacmi 100 pL PZR karigimi i¢in 10 pL. kromozomal
DNA (100 ng), 5 uL 16S forward primer (20 pmol), 5 uL 16S reverse primer (20
pmol), 4 L. 5 mM 4 dNTP karisimi, 4 pL. 50 mM MgCl,, 10 pL 10x Taq Buffer, 61.5
pL saf su, 0.5 pL (2.5 U) Taq DNA polimeraz karistirilip pipetaj yapilmastir.
Tiplerin thermal cycler da 30 dongii i¢in izlenen prosediir su sekildedir; 5 dk 95°C
de on 1sitma, 95°C’de 30 sn 30 dongii denatiirasyon, 30 sn 55°C’de primerlerin

baglanmasi, 2 dk 72°C’de uzama ve 10 dk 72°C’de zincir sentezinin
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gerceklestirilmesi seklindedir. Suslarin 16S rDNA boélgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan
sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. 100 bp Plus DNA Ladder marker olarak
kullanilmistir. PZR {iriinleri jelde goriintiilendikten sonra sekans analizi yapilana

kadar -20°C’de saklanmustir [72].

2.2.11. PZR Amplikonlarinin Saflastiriimasi

PZR iirtinleri GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific, ABD) ile
saflagtirilmistir. Eppendorf tiiplerin i¢inde bulunan PZR iirlinlerinin iizerine 1:1' lik
bir hacimde Binding Buffer eklenmistir. lyice karistirillip ¢dziimiin rengini kontrol
edilmistir. Sar1 renk DNA baglayict i¢cin optimum pH’1 gdstermektedir. Cozeltinin
rengi turuncu ya da mor olursa, 10 pL 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ¢ozeltisi ilave
edilmelidir. Karigimin rengi tekrar sartya donecektir. Karigim filtreli tiipe alnip 1 dk
1.25 g’de santrifiij edilmistir. Daha sonra filtrelerin tam ortasina 700 pL. Wash Buffer
konulmustur. Tekrardan 1 dk 1.25 g’ de santrifiij edilmistir. PZR iirtinleri filtre
iizerinde tutulmustur. Altta toplanan sivi dokiiliip tekrardan 1.25 g’ de 1 dk santrifiij
edilmistir. Kolon filtresinin alt kismina steril eppendorf yerlestirilmis ve tizerine 50
pL Elution Buffer ilave edilmistir. 1dk 1.25 g’de santrifiij edilmistir. Kolon filtresi

atilmig ve saflastirilan PZR iirlinleri eppendorfta toplanmistir.

2.2.12. 16S rDNA Sekans Analizi ile Bakterilerin identifikasyonu ve Filogenetik

Analizlerin Yapilmasi

Izole edilen bakterilerin PZR fiiriinlerinin sekans analizi Gazi Universitesi Molekiiler
Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde yapilmistir. Elde edilen niikleotid
sekanslari, National Center of Biotechnology Information’in internet sayfasindaki
BLAST programi kullanilarak NCBI GenBank veritabaninda yayimlanan sekanslarla
karsilagtirilmistir.  Filogenetik analiz i¢in PZR, 16S rDNA sekanslar1 gen
bankasidan secilen ilk 15 tiir ile olusturulmustur. Bakterilerin filogenetik agaglarin
olusturulmasinda 16S rDNA sekanslari, Mega 6 (Molecular Evolutionary Genetic

Analysis) istatistik analiz programinda Clustal W secenegi kullanilarak tiirlere ait baz
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dizileri hizalanmistir [73]. NJ metodu ile soy agaclar1 ¢izilmistir ve olusturulan soy

agaclari ile izolatlarin birbirleriyle yakinlk dereceleri ortaya konulmustur.

2.2.13. Primer Tasarimlarn ve sdsA Geni Analizlerinin Yapilmasi

2.2.13.1. sdsA Geni icin Primer Tasarimlarinin Yapilmasi

sdsA geninin kodladig1 alkil siilfataz proteinleri National Center of Biotechnology
Information (NCBI)‘ da tespit edilmistir. Farkli Pseudomonas tiirlerine ait 6 alkil
siilfataz dizisi secilip Clustal W aracilifiyla hizalanarak dizilerin ortak bdlgeleri
belirlenmistir ve Vector NTI Express (Lifetechnologies, ABD) programi ile primer

tasarimi yapimustir.

2.2.13.2. sdsA Geni Analizlerinin Yapilmasi

Suslarda sdsA geni analizi yapmak i¢in Shahbazi ve arkadaslar1 [70], Chatuverdi ve
Kumar [74] arkadaslarinin belirledigi primer dizileri kullanilmistir. Ayrica NCBI” da
belirlenen dizilerin ortak bolgesi Vector NTI Express programi aracilifiyla primerler
elde edilmistir. Bu primerler arasindan primer tasarim kurallar1 géz Oniinde
bulundurularak en uygun primer se¢imi yapilmistir. Chatuverdi ve Kumar [74] ‘in
yaptig1 PZR kosullar1 uygulanarak sdsA gen bolgesi ¢ogaltilmistir. PZR sonucunda
elde edilen DNA’larin boyutlar1 50 ve 100 bp’lik marker ile karsilagtirilarak

degerlendirilmistir.

2.2.14. PZR Amplikonlarinin Agaroz Jel Elektroforezi

% 1’lik agaroz jel 50 mL 1x TBE tamponu ile ¢oziildiikten sonra 5 puLL Olerup SSP
GelRed Dropper Bottle boya eklenerek hazirlanmistir. Her bir 6rnekten 6 pL alinarak

2 pL 6X Orange Loading Dye ile boyanmustir. Orneklerin molekiiler agirliklarmi
belirlemek amaciyla kuyucuklardan birine 3 pL. marker DNA O'RangeRuler™ 100
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bp DNA Ladder yiiklenmistir. Aparata jelin lizerini kaplayacak kadar yiiriitme
tamponu eklenmistir. 80 V/cm® voltaj ve 40mA amper uygulanarak yaklasik 45 dk’da
yiiriitme islemi tamamlanmistir. Jel daha sonra jel goriintiileme cihazi (Gel Logic
2200 Pro Imaging System, ABD) kullanilarak bantlarin goreceli miktarlarini

belirlemek i¢in taranmistir [68].

2.2.15. Alkil Siilfataz Enzimi Protein izolasyonu

Izole edilen SDS degrade eden bakterilerin alkil siilfataz enzimi protein izolasyonu
Kishore ve arkadaslar1 [75] tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. Bakteriler
50 mL NB besiyerinde 24 saat 30°C’ de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonras: besiyeri,
santrifiij yapilarak uzaklastirilmistir. Pellet lizerine 5 mL distile su eklenerek 2 kez
yikama islemi yapilmistir, {ist kisim atilmistir. Pellet iizerine 2 mL fosfat tamponu
eklenmistir ve 10 dk 50 devirde sonikasyon islemi uygulanmistir. 2 g’ de 2 dk
santriflij yapildiktan sonra tist kisim temiz tiiplere alinmistir. 75 pL 6rnek iizerine 75
puL ornek tampon ilave edilmistir. Elektroforez islemi 6ncesinde 6rnekler 100°C’de

10 dk bekletilip -20°C’de saklanmistir.

2.2.16. AIkil Siilfataz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Alkil siilfataz enzim aktivitesi i¢in kullanilacak hiicre ekstraktlarinin protein
konsantrasyonu Qubit Fluorometre cihazi (Invitrogen, ABD) ile olgiilmiistiir. Alkil
siilfataz enzim aktivitesinde ilk olarak optimum pH ve sicaklik araliklari
belirlenmistir. Yaklagik 0.72 mg/mL protein ihtiva eden 50 pL hiicre ekstrakti
iizerine 450 pL 50 mM Tris-HCI ve 500 pL 100 mM SDS ilave edilip belli pH ve
sicaklik araliklarinda 48 saat inkiibe edilerek, MBAS deneyi ile enzim aktivitesinin
optimum pH ve sicaklik aralig1 belirlenmistir. Daha sonra alkil siilfataz enzimi i¢in
belirlenen optimum pH ve sicaklik kosullar1 dogrultusunda alkil siilfataz enzimi i¢in
optimum enzim konsantrasyonu belirlenmistir. Buna gore yaklasik 0.72 mg/mL

protein ihtiva eden 50 pL hiicre ekstrakti lizerine belli konsantrasyonlar da SDS ve
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450 pL 50 mM Tris-HCI ilave edilip 48 saat inkiibe edilmistir. Ortamda kalan SDS
konsantrasyonu MBAS deneyi ile 6l¢tilmiistiir [74].

2.2.17. AIKkil Siilfataz Enzimi Protein Native-PAGE Analizi

2.2.17.1. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

16.7 mL % 30’luk akrilamid/bis akrilamid, 19.8 mL distile su, 12.5 mL 1.5 M Tris-
HCl (pH 8.6), 500 pL %I10’luk amonyum persiilfat (APS), birbirine iyice
karstirildiktan sonra 30 uL. TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametil etilendiamin) ilave
edilerek, 1 mm araligina sahip iki jel cami arasma hizli bir sekilde dokiilmiistiir. Jelin
iist kismi biitanol ile kaplanarak hava ile temas1 6nlenmis ve polimerize olmasi i¢in

bekletilmistir [4].

2.2.17.2. Dengeleyici Jelin Hazirlanmasi

3.4 mL % 30’luk akrilamid/bis akrilamid, 13.6 mL distile su, 2.5 mL 1 M Tris-HCI
(pH 6.8), 200 puL %10’luk APS birbiri ile 1yici karistirildiktan sonra 20 pL. TEMED
ilave edilmistir. Bu karigim polimerize olan ayirma jelinin tizerindeki biitanol distile
su uzaklastirildiktan sonra aywrma jeli iizerine dokiilmistiir. Tarak yerlestirilmis ve
polimerize olmasi i¢in bekletilmistir. Polimerizasyonu takiben tarak ¢ikarilmis,
kuyucuklar elektroforez yiiriitme tamponu ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve
elektroforez diizenegi yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara

yiiklenmis ve 80 mA’de yaklasik 150 V’ta ortalama 1 saat yiirtitiilmiistiir [4].

2.2.17.3. Native-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller tespitleme ¢6zeltisi icerisinde 1 gece
bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama ¢ozeltisinde ortalama 1
glin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk araliklarla

yikanarak [76], fotograflar1 karanlik odada 1s1kl1 beyaz tabla lizerinde ¢ekilmistir.
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2.2.17.4. Zimografi Analizlerinin Yapilmasi

Protein izolasyonu sonucu elde edilen hiicre ekstratlarinin aktif ve inaktif form
lokasyonunu belirlemek icin Native-PAGE jel elektoferezinde yiiriitilmiistiir.
Hazirlanan 20 mM SDS {izerine 1 M Tris-HCl ilave edildikten sonra olusan soliisyon
elektroforez islemi tamamlanan jeller lizerine ilave edilip, 30°C’de 2 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonucunda jel iizerine 1 damla alkol damalatilarak bantlarin

belirginlesmesi gozlemlenmistir [74].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kirikkale-Kizilirmak Suyu Deterjan Analizi

Kirikkale-Kizilirmak’tan 2014 yilinda mevsimsel periyotlarla alinan su 6rneklerinin
deterjan kirliligi analiz sonuglarina gore nehrin cevresindeki yerlesim bdolgeleri
dikkate alinarak deterjan konsantrasyonunun tiim istasyonlar i¢in Diinya Saglik
Orgiitii teskilat1 tarafindan belirlenen 1.5 mg/L’nin iizerinde oldugu ve nehrin
ortalama deterjan miktar1 ise 4.07 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 3.1). Bu
istasyonlarin Akkosan Merkez, Sulubiik Kiyibagi ve Asagiyazi Kum Ocagi Mevkii
bolgeleri bu tez kapsaminda ele alinmistir. Bu bdlgelerin yaz ve bahar ayinda
ortalama sicaklik degeri 25°C, ortalama pH 7.5 olup sonbahar ve kis aylarinda ise

ortalama sicaklik degeri 7°C, ortalama pH 7.6 olarak belirlenmistir.

4 Yaz

6 _ T b ilkbahar
Bilgeler By Ky
10 onbahar

Sekil 3.1. Kirikkale-Kizilirmak suyu deterjan analizi
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3.2. Deterjan Kirliligi Gosteren Sulardan SDS Degrade Eden Bakterilerin izole

Edilmesi

Alman su Orneklerinden belirli konsantrasyonda SDS iceren MSM kat1 besiyerine
ekimler yapilarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda Akkosan Merkez,
Sulubiik K1yibagi ve Asagiyaz1 Kum Ocag1 Mevkii bdlgelerinden SDS degrade eden
4 sus izole edilmistir. izole edilen suslar SDS4 SDS7, SDS10-2 ve SDS10-3 olarak
kodlananmistir ve MTK degerleri sirastyla 65, 20, 15 ve 55 g/L olarak belirenmistir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. SDS degrade eden bakteriler i¢in belirlenen MTK degerleri

SDS (g/L)

Bolge/Sus 0.5 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
4/4 + + + + 4+ - - -
7/7-2 + + + + + + + + + + + + + + + -
10/10-2 + + + + + - - - - - - - - - - -
10/10-3 + + + + + + + + + + + + + + + + +

(+), ireme var; (-), ireme yok

3.3. Bakterilerin Laboratuvar Besi Ortaminda ve Deterjan Sanayisi Atik

Sularinda SDS Degradasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi
Izole edilmis olan suslarmn laboratuvar besi ortaminda ve deterjan sanayisi atik
suyunda SDS degradasyon oranlar1 belirlenmistir.
3.3.1. Deterjan Sanayi Atik Suyunda Kendiliginden Olan SDS Degradasyonu
Deterjan sanayisi atik suyu degradasyonunda. atik suda bulunan mikroorganizmalar

66 saat sonunda ortamdaki SDS’i 14.4 mg/L’den 6.4 mg/L’ye diisiirerek % 56
oraninda degradasyon gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Deterjan sanayisi atik suyunda kendiliginden olan SDS degradasyonu

3.3.2. SDS4 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.2.1. SDS4 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS4 susunun 1 g/LL SDS igeren MSM ortaminda 48 saat sonunda 17x10" bakteri,
ortamdaki SDS’1 1 g/L den 0.13 g/L ’ye diisiirerek % 86 oraninda degrade ettigi
gozlemlenmistir (Sekil 3.3).

18 - —=— iireme efrisi rl1,2 18 4
—— 5D5 degradasyon efrisi 1 w=0338x+1.118
z = Ff= 0,980
- =
= 12 08 -~ 3 12
E ] RS T
0 — T T T T 0 0 . T T T 1
0 6 1218 24 30 36 42 48 54 ] 12 24 36 48 &0
zaman (saat) zaman (saat)
(a) (b)

Sekil 3.3. SDS4 kodlu susun 1 g/L SDS igeren MSM ortamindaki SDS degradasyon
orani (a) ve CFU standart egrisi (b)
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3.3.2.2. SDS4 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS4 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda 78

saat sonunda ortamdaki SDS’1 14.4 mg/L’den 1.3 mg/L’ye diisiirerek % 91 oraninda
degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.4).

SDS4 susunun steril olan deterjan sanayi atik su ortaminda 162 saat sonunda
ortamdaki SDS’1 14.3 mg/L’den 2.6 mg/L’ye diisiirerek % 82 oraninda degradasyon
yaptig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.4).

18 - - 18 15 - 1
1

T 12 12 5 z 12 12 3
£ = £ =
g —=— fireme e&risi @ E —=— fireme eérisi _E»
S 06 —+—SDSdegradasyonedrisi | g = g 06 - —a— SDS degradasyon edrisi| §

0 —r— 71— 0 ] r — — r ]

0 12 24 36 48 60 72 84 Q¢ 0 24 48 7> 96 120 144 168

zaman (saat) zaman (saat)
(a) (b)

Sekil 3.4. SDS4 kodlu susun; steril olmayan deterjan sanayi atik suyundaki SDS

degradasyon orani (a), steril olan deterjan sanayi atik suyundaki SDS

degradasyon orani (b)

3.3.3. SDS7 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.3.1. SDS7 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS7 susunun 1 g/LL SDS igeren MSM ortaminda 48 saat sonunda 12x10" bakteri,
ortamdaki SDS’1 1 g/L den 0.25 g/L ’e kadar diistirerek % 75 oraninda degrade ettigi

gbozlemlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. SDS7 kodlu susun 1 g/ SDS igeren MSM ortamindaki SDS degradasyon
orani (a) ve CFU standart egrisi (b)

3.3.3.2. SDS7 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS7 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda 92
saat sonunda ortamdaki SDS’1 14.4 mg/L’den 1.7 mg/L’ye diisiirerek % 88 oraninda
degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.6).

SDS7 susunun steril deterjan sanayi atik su ortamida 92 saat sonunda ortamdaki

SDS’1 14.3 mg/L’den 3.3 mg/L’ye diisiirerek % 77 oraninda degradayon yaptigi
gozlemlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. SDS7 kodlu susun; steril olmayan deterjan sanayi atik suyundaki SDS

degradasyon orani (a), steril olan deterjan sanayi atik suyundaki SDS

degradasyon orani (b)

3.3.4. SDS10-2 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.4.1. SDS10-2 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS10-2 susunun 1 g/L SDS iceren MSM ortammnda 48 saat sonunda 15x10'!
bakteri, ortamdaki SDS’1 1 g/L’den 0,45 g/L’ye distirerek, % 55 oraninda degrade

ettigi gozlemlenmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. SDS10-2 kodlu susun 1 g/ SDS iceren MSM ortamindaki SDS
degradasyon orani (a) ve CFU standart egrisi (b)

3.3.4.2. SDS10-2 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda SDS

Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS10-2 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda
48 saat sonunda ortamdaki SDS’i 14.4 mg/L’den 3.6 mg/L’ye diisiirerek, % 75
oraninda degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.8).

SDS10-2 susunun steril olan deterjan sanayi atik su ortaminda 48 saat sonunda
ortamdaki SDS’1 14.3 mg/L’den 4.7 mg/L’ye diisiirerek, % 67 oraninda degradasyon
yaptig1 gézlemlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. SDS10-2 kodlu susun; steril edilmeyen deterjan sanayi atik suyundaki SDS

degradasyon orani (a), steril olan deterjan sanayi atik suyundaki SDS

degradasyon orani (b)

3.3.5. SDS10-3 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.5.1. SDS10-3 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS10-3 susunun 1 g/L SDS iceren MSM ortammnda 66 saat sonunda 15x10'!
bakteri, ortamdaki SDS’1 % 52°n1 gidererek 1 g/L den 0,48 g/L ’ye diisiirerek, % 52

oraninda degrade ettigi gdzlemlenmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. SDS10-3 kodlu susun 1 g/ SDS iceren MSM ortamindaki SDS
degradasyon orani (a) ve CFU standart egrisi (b)

3.3.5.2. SDS10-3 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda SDS

Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS10-3 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda
78 saat sonunda ortamdaki SDS’i 14.4 mg/L’den 2.1 mg/L’ye diisiirerek, % 85
oraninda degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.10).

SDS10-3 susunun steril deterjan sanayi atik su ortaminda 92 saat sonunda ortamdaki

SDS’1 14.3 mg/L’den 3.1 mg/L’ye diisiirerek, % 78 oraninda degradasyon yaptigi
gozlemlenmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. SDS10-3 kodlu susun; steril edilmeyen deterjan sanayi atik suyundaki

SDS degradasyon orani (a), steril olan deterjan sanayi atik suyundaki

SDS degradasyon orani (b)

3.4. SDS4 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA bolgeleri PZR’ de c¢ogaltildiktan sonra % 1’lik agaroz jelde
yiriitiilmistiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR iiriinlerinin yaklasik 1500 baz ¢iftine
karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir (Sekil 3.11). SDS4 kodlu susa ait farkl
primer baglanma sicakliklarindaki PZR firiinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 55°C oldugu belirlenmistir.

M $50°C 5I°C 52°C §¥C 5#°C 5§ C56C 57°C 58°C 5°C 60°C

1500bp u Wi W

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.11. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS4 kodlu susa ait PZR {iriinleri
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Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. SDS4
susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iirlinleri gosterilmistir. Spesifik
baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2 mM belirtilmistir (Sekil

3.12).

M 15wM 175mA 20mAf XIS mAl 2.5 mAl

1500 bp —p

ol o dad el ol

¥

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.12. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda SDS4 susuna ait PZR {iriinleri

3.4.1. SDS4 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tamimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 1s181nda aga¢ olusturulmustur. Bu calismada veriler MEGA 6 programina veri
olarak yiiklenerek SDS4 kodlu susa en yakin homoloji gdsteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir. (Cizelge 3.2.). Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerine gore SDS4 kodlu sus % 97 oraninda Pseudomanas

koreensis (accession number KJ937669) ile homoloji gosterdigi saptanmaistir.
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Cizelge 3.2. SDS4 kodlu sus i¢in 16S rDNA dizi verileri kullanilarak ger¢eklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. SDS4
2. Pseudomonas koreensis Ps 9-14 1,036
3. Pseudomonas reinekei MT1 1,049 0,003
4. Pseudomonas vancouverensis DhA-51 1,054 0,004 0,001
5. Pseudomonas jessenii CIP 105274 1,054 0,004 0,001 0,000
6. Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 1,049 0,003 0,000 0,001 0,001
7. Pseudomonas migulae NBRC 103157 1,049 0,003 0,000 0,001 0,001 0,000
8. Pseudomonas synxantha NBRC 3913 1,080 0,009 0,006 0,008 0,008 0,006 0,006
9. Pseudomonas migulae CIP 105470 1,049 0,003 0,000 0,001 0,001 0,000 0,000 0,006
10.Pseudomonas mucidolens NBRC 1,080 0,010 0,008 0,009 0,009 0,008 0,008 0,001 0,008
11.Pseudomonas mohnii IpA-2 1,054 0,004 0,001 0,000 0,000 0,001 0,001 0,008 0,001 0,009
12.Pseudomonas tremae TO1 1,046 0,006 0,009 0,010 0,010 0,009 0,009 0,015 0,009 0,017 0,010
13.Pseudomonas cedrina CFML 96-198 1,094 0,011 0,009 0,010 0,010 0,009 0,009 0,008 0,009 0,009 0,010 0,018
14. Pseudomonas gessardii CIP 105469 1,070 0,010 0,008 0,009 0,009 0,008 0,008 0,001 0,008 0,003 0,009 0,017 0,009
15.Pseudomonas mandelii NBRC 103147 1,060 0,008 0,005 0,006 0,006 0,005 0,005 0,011 0,005 0,013 0,006 0,006 0,014 0,013 -




16S rDNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programimda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.13).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap (se¢-bagla) analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine
olan uzaklig1 evrimsel akrabaliklarmi gostermektedir. Buna gore SDS4 kodlu sus

evrimsel agidan Pseudomanas koreensis ile yaki akraba oldugu goriilmiistiir.

_|: Pseudomonas synxantha NBRC 3913 ( AB680171)
Pseudomonas muscidelens NBRC 103159 ( AB681967 )
Pseudomonas gessardii CIP 105469 ( AF074384)
Pseudomonas cedrina CFML 96-168 { AF064461 )
Pseudomonas vancouverensis DhA-51 (AJ011507 )
Pseudomonas jessenii CIP 105274 ( AF068259 )
—|:Pseudomonas mohnii IpA-2 ( ANM293567 )
Pseudomonas reinekei MT1 (AM293565)
Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 ( AF468450 )
Pseudomonas migulae NBRC 103157 ( AB681965 )
Pseudomonas migulae CIP 105470 ({ AF0744383)
Pseudomonas mandeliit NBRC 103147 { AB681956 )
Psendomonas tremae T01 ( AJ492826)
Pseudomonas koreensis Ps 9-14 ( AF468452 )
SDS4 ( KJ937669 )

—_
0.1

(0.1, niikleotitler arasindaki fark)

Sekil 3.13. SDS4 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendogram

3.5. SDS7 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizi

16S rDNA bolgeleri PZR’ de c¢ogaltildiktan sonra % 1’lik agaroz jelde
yiriitiilmistiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR iiriinlerinin yaklasik 1500 baz ¢iftine
karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir (Sekil 3.14). SDS7 kodlu susa ait farkl
primer baglanma sicakliklarindaki PZR firiinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 58°C oldugu belirlenmistir
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M S0°C51°C 52°C 5¥C 54°C 58 C56C 5FC 58°C 59C 60°C

1500bp —

) e U Ll = G e

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.14. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS7 kodlu susa ait PZR {iriinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢cin farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir (Sekil
3.15). SDS7 susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR {iriinleri
gosterilmistir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan

2 mM belirtilmistir.

M 15mM 175mA 2.0mA 225 mAl 2.5 mM\]

1500 bp —

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.15. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda SDS7 susuna ait PZR {iriinleri
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3.5.1. SDS7 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tanimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 1s181nda aga¢ olusturulmustur. Bu calismada veriler MEGA 6 programina veri
olarak yiiklenerek SDS7 kodlu susa en yakin homoloji gdsteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir (Cizelge 3.3.). Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerine goére SDS7 kodlu sus % 97 oraninda
Aeromonas veronii (accession number KJ937671) ile homoloji gosterdigi

saptanmuistir.

16S rDNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programimda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.16).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzaklig:
evrimsel akrabaliklarin1 gostermektedir. Buna gore SDS7 kodlu sus evrimsel agidan

Aeromonas veronii ile yakin akraba oldugu goriilmiistiir.

— Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes 6263/4/5 ( X60407 )
Aeromonas salmonicida subsp. smithia AS20/1/1 ( AJO09859 )

Aeromonas salmonicida subsp. pectinelytica 34mel ( AF134065 )
Aeromonas molluscorum 848 ( AY532690)
— {.4emmnm media BM ( X60410)
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila JCN 1027 ( AB26121 )
Aeromonas bivalvium 868E ( DQS504429 )
— Aeromonas sobria 208 ( X60412 )
L deromonas sobria JCM 2139 (AB472942)
— Aeromonas veronii JCN 7375 ( AB4T2950 )
L deromonas Jandaaei CDDCO787-80 ( X60413)
r—Aeromonas cavige CECT 4221 ( FR870443)

e Aderomonas cavige ATCC 15468 ( X74674)
SDST (KJ937671)

o

(0.1, niikleotitler arasindaki fark)

Sekil 3.16. SDS7 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendogram
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Cizelge 3.3. SDS7 kodlu sus i¢in 16S rDNA dizi verileri kullanilarak ger¢eklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. SDS7
2. Aeromonas veronii JCM 7375 1,038
3. Aeromonas Jandaei CDCO0787-80 1,026 0,004
4. Aeromonas sobria 208 1,025 0,010 0,012
5. Aeromonas media RM 1,038 0,019 0,022 0,015
6. Aeromonas hydrophila subsp.hydrophila 1,035 0,018 0,021 0014 0,003
7. Aeromonas sobria JCM 2139 1,025 0,010 0,012 0,000 0,015 0,014
8. Aeromonas salmonicida subsp. masoa NBRC 1,021 0,012 0,016 0,005 0,011 0,009 0,005
9.4eromonas salmonicida subsp. achromogenes 1,021 0,012 0,016 0,005 0,011 0,009 0,005 0,000
10. Aeromonas caviae CECT 4221 1,022 0,017 0,012 0,014 0,013 0,012 0,014 0,018 0,018
11. Aeromonas bivalvium 868E 1,034 0,013 0,016 0,008 0,013 0,013 0,008 0,009 0,009 0,018
12. Aeromonas salmonicida subsp. smithia 1,033 0,015 0,019 0,008 0,014 0,011 0,008 0,003 0,003 0,020 0,011
13. Aeromonas caviae ATCC 15468 1,022 0,017 0,012 0,014 0,013 0,012 0,014 0,018 0,018 0,000 0,018 0,020
14. Aeromanas molluscorum 848 1,025 0,013 0,017 0,008 0,009 0,006 0,008 0,003 0,003 0,019 0,007 0,005 0,019
15. Aeromonas salmonicida subsp. pectinoltica 1,021 0,013 0,017 0,006 0,012 0,010 0,006 0,001 0,001 0,019 0,010 0,004 0,019 0,004 -




3.6. SDS10-2 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizi

16S rDNA bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde yiirtitilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu gorilmektedir (Sekil 3.17). SDS10-2 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR iirilinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan

baglanmalarmn en az oldugu sicakligin 58°C oldugu belirlenmistir.

M S(PC 5I°C 52°C 5¥C 5#C 55°C 5°C §7°C 5°C 5% C 60°C

1500bp —p

M, marker(100 -1500 bp)

Sekil 3.17. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS10-2 kodlu susa ait PZR

urtinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢cin farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir (Sekil
3.18). SDS10-2 susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iirlinleri
gosterilmistir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan

2 mM belirtilmistir
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M 15mM 175mM 20mA 225mAl 2S5mAl

1500 bp =

M, marker(100 -1500 bp)

Sekil 3.18. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda SDS10-2 susuna ait PZR {iriinleri

3.6.1. SDS10-2 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tamimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 1s181nda aga¢ olusturulmustur. Bu calismada veriler MEGA 6 programina veri
olarak yiiklenerek SDS10-2 kodlu susa en yakin homoloji gosteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir (Cizelge 3.4.). Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerine gére SDS10-2 kodlu sus % 93 oraninda Pseudomanas

resinovorans (accession number KJ937675) ile homoloji gosterdigi saptanmuistir.
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Cizelge 3.4. SDS10-2 kodlu sus i¢in 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. SDS10-2
2. Pseudomonas resinovorans NBRC 106553 1,147
3. Pseudomonas alcaligenes ATCC 14909 1,150 0,000
2. Pseudomonas alcaligenes NBRC 14159 1,150~ 0,003 0,003
5. Pseudomonas aeruginosa NBRC 12689 1177 0,013 0,013 0,010
6. Pseudomonas aeuruginosa ATCC 10145 1,177 0,013 0,013 0,010 0,000
7. Pseudomonas indica NBRC 10345 1,167 0,030 ~ 0,030 0,033 0022 0,022
8. Pseudomonas panipatensis Esp-1 LI5S0 0,052 0052 0049 0,047 0047 0,053
9. Pseudomonas anguilliseptica S1 1160 0,019 0019 0022 0024 0024 0035 0,057
10.Pseudomonas citronellolis NBRC 10343 1,167 0,050 0,050 0,047 0,046 0,046 0,055 0,001 0,055
11.Pseudomonas indica IMT37 1,184 0,035 0,035 0,038 0,027 0,027 0,004 0,058 0,039 0,060
12.Pseudomonas delhiensis RLD-1 1,154 0,055 0,055 0,052 0,050 0,050 0,057 0,003 0,060 0,004 0,061
13.4zotobacter beijerinckii ICMP 8673 1157 0,039 0039 0042 0038 0038 0035 0039 0041 0,038 0039 0042
14.Pseudomonas citronellolis DSM 50332 1,167 0,050 0,050 0,047 0,046 0,046 0,055 0,001 0,055 0,000 0,060 0,004 0,038

15.Pseudomonas pseudoalcaligenes NBRC 1,170 0,021 0021 0024 0021 0021 0038 0049 0019 0,047 0042 0052 0,033 0,047




16S rDNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programimda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.19).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzakligi
evrimsel akrabaliklarmi gostermektedir. Buna gore SDS10-2 kodlu sus evrimsel

acidan Pseudomonas resinovorans ile yakin akraba oldugu goriilmiistiir.

—|:Pseudomnas alcaligenes NBRC 14159 ( AB680567 )
Pseudomonas alcaligenes ATCC 14909 ( AF094721)
Pseudomonas resinovorans NBRC 106553 ( AP013068 )
[:Pseudomnas aeruginosa NBRC 12689 ( AB680318)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 ( AF094713)

— Pseudomonas anguilliseptica 81 (X99540)

l—Pseudomnaspseudoafcaﬁgenes NBRC 14167 ( AB680574 )

[ Pseudomonas indica NBRC 103045 ( AB681925)

L Pscudomonas indica IMT37 ( AF302795)

Pseudomonas betjerinckii ICMP 8673 ( AJ308319)

Pseudomonas panipatensis Esp-1 ( EF424401)

— Pseudomonas delhiensis RLD-1 ( DQ339153 )
Pseudomonas citronellolis NBRC 103043 ( AB681923 )

— Pseudomonas citronellolis DSM 50332 ( Z76659 )

SDS10-2 ( KJ937675)

—
01

(0.1, niikleotitler arasindaki fark)

Sekil 3.19. SDSI10-2 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan

dendogram

3.7. SDS10-3 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizi

16S rDNA bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan sonra % 1’lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iiriinlerinin yaklasik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu gorilmektedir (Sekil 3.20). SDS10-3 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR iirlinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 55°C oldugu belirlenmistir.
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M S0°C 81°C 82°C 8°C M°CSFCS°C 5T°C 87 C 8°C 6PC

1500bp —»

W e e gy Y

M, marker(100 - 1500 bp)

Sekil 3.20. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS10-3 kodlu susa ait PZR

urtinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢cin farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir (Sekil
3.21). SDS10-3 susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iirlinleri
goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2

mM belirtilmistir.

M 15mA 1.75mAM 20mAl 225mAl 2.5mA

1500 bp =

M, marker(100 - 1500 bp)

Sekil 3.21. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda SDS10-3 susuna ait PZR {iriinleri
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3.7.1. SDS10-3 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tamimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 1s181nda aga¢ olusturulmustur. Bu calismada veriler MEGA 6 programina veri
olarak yiiklenerek SDS10-3 kodlu susa en yakin homoloji gosteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iligki belirlenmistir. (Cizelge 3.5.). Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerine gére SDS10-3 kodlu sus 93% oraninda Pseudomanas

corrugata (accession number KJ937676) ile homoloji gosterdigi saptanmustir.

16S rDNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programmda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joiningtree olusturulmustur (Sekil 3.22).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzakligi
evrimsel akrabaliklarini gostermektedir. Buna goére SDS10-3 kodlu sus evrimsel

acidan Pseudomonas corrugata ile yakim akraba oldugu goriilmiistiir.

Psendomonas cannabing CFBP (| AJ492827 )
Pseudomonas syringae ATCC 19310 ( AF094749 )
Pseudomonas tremae TOL [ AJ492826 )

Pseudomonas caricapapayae Robbs ENA-378 { D84010 )
Pseudomonas lini DLE411J ( AYD33996 )

Psendomonas corrugata Slade 939/1 ( D84012 )
Pseudomonas brassicacearum subsp. neoaurantiaca CIP 109457 (EUAR1388 )
Psendomonas thivervalensis SBE26 ( AF100323 )
Psendomonas panacis CG20106 ( AYS7208)
Pseudomonas brenners CEML 97-391 { AF268968 )
Psendomonas protealtica CMS 64 { AJ537603 )
Psendomonas enarrocienegasensis IN ( EUT91281 )

[— Psendomonas mosselli CEML 90-83 ( AF072688 )
FPsendomonas selemiipraecipitans CAS ( F1422810 )

SDS10-3 ( KJ937676 )

anli;

—}
005

(0.005; niikleotitler arasindaki fark)

Sekil 3.22. SDS10-3 kodlu susa ait neighbourjoining metoduyla olusturulan

dendogram

75



Cizelge 3.5. SDS10-3 kodlu sus i¢in 16S rDNA dizi verileri kullanilarak ger¢eklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

-

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. SDS10-3
2. Pseudomonas corrugata Slade 939/1 0,039
3. Pseudomonas cuatrocienegasensis 1N 0,045 0,020
4. Pseudomonas lini DLE411] 0,045 0,015 0,026
5. Pseudomonas brenneri CFML 97-391 0,045 0,020 0,026 0,018
6. Pseudomonas proteolytica CMS 64 0,045 0,020 0,026 0,018 0,000
7. Pseudomonas cannibina CFBP 234 0,047 0,017 0,020 0,009 0024 0,024
o 8. Pseudomonas tremae TO1 0,047 0,013 0,020 0,013 0,024 0,024 0,007
9.Pseudomonas brassicacearum subsp. neoaurantiaca 0,047 0,007 0,026 0,011 0,020 0,020 0,018 0015
10. Pseudomonas panacis CG20106 0,047 0,022 0,028 0,022 0,005 0,005 0,026 0,026 0,024
11. Pseudomonas syringae ATCC 19310 0,047 0,017 0,020 0,011 0,024 0,024 0,002 0,005 0,018 0,026
12. Pseudomonas caricapapayae Robbs ENA-378 0,047 0,015 0,020 0,013 0,024 0,024 0,007 0,004 0,017 0,026 0,005
13. Pseudomonas mosseli CFML 90-83 0,051 0,026 0,024 0,024 0,024 0,024 0,026 0,026 0,024 0,028 0,026 0,026
14. Pseudomonas thivervalensis SBK26 0,045 0,09 0,024 0,015 0,022 0,022 0,022 0,020 0,005 0,026 0,022 0,022 0,022
15. Pseudomonas Seleniipraecipitans CAS 0,51 0,026 0,020 0,032 0,024 0,024 0,026 0,026 0,032 0,026 0,026 0,026 0,019 0,030




3.8. sdsA Geni Analizlerinin Yapilmasi

Shahbazi ve arkadaslar1 [70], Chatuverdi ve Kumar [74] sdsA geni i¢in kullandiklar1
primerler SDS degrade eden suslar i¢in tespit edilememistir. SDS degrade eden 4 sus
icin; F 5’-GAC GGC CAT ATG AGC CGT CTG CTT GCA CTC CTG-3’ R 5* —
GCG CAG ATC TGC CTT CGG ACT TCG CCG CCG GCG T-3’ (1977 bp) [74], F
5 — GTC TAC ACC CAC TTC CAC CCG G- 3’ R 5’-GTG GCG GCA GCT TGA
CCT TGA CCT TCT C- 3° (672 bp) [70] (Sekil 3.23) Primer c¢iftleri kullanilmis

olup, primerlerin ¢alismadigi tespit edilmistir.

M 5D54 5DST 5DS10-2 SDS10-3

M, marker (300-10.000bp) I, marker (100 15000 bp)

(a) (b)

Sekil 3.23. Farkli iki primer (1977 ve 672 bp ) kullanilarak yapilan sdsA gen
analizleri; 1977 bp (a) ve 672 bp (b).
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3.8.1. sdsA Geni icin Primer Tasarim

NCBI’ da belirlenen sdsA geninin kodladigi alkil siilfatazlarin hizalanmasi
sonucunda 311 bp uzunlugunda ortak alkil siilfataz gen bolgesi elde edilmistir (Sekil
3.24). Elde edilen ortak alkil siilfataz gen bolgesinden Vector NTI Express
(Lifetechnologies, ABD) primer tasarim programi ile basamak basamak pirimer

tasarlanmistir (Sekil 3.25).

P.aeruginosa PAOL ATGAG--------— CCGTCT-G----CTTGC--—-——————--— ACTC-CTGG 25
Pseudomonas sp. DSM 6611 ATGTC-------- CCGCTTCA----TTCGC--————-—--— GCCAGCCAG 27
Pseudomonas sp.alkylsulfatase —-——----————-———————————————————————
P.stutzeri ATGAA-——————— CCTGCCCT----ATCGCT-----~- GGATGCTAACCAG 32
Pseudomonas sp. S9 PSdsA ATGAAATTGAATGCCCTATCG----ACCGCAACGCATGGGAGCCGGTCAT 46
Legionellafallonii Alkyl ATGACA----AATCCATATCAGCGCATCGC-—————————— GTTATATTC 35
P.aeruginosa PAOL CGC-—====———————————— TCGCCCCGCTG-—-—-—~ CTCGCC-GGCG 49
Pseudomonas sp. DSM 6611 CGCCGCACAC--—=—=—— TGCTCGCCACCCTG----—-— ATCGCC-GCCA 61
Pseudomonas sp.alkylsulfatase --—-—-—--—-------"-"--"-"-"-"-"-—"-—————— TG-—--—-—-- ATCGA--GGCG 11
P.stutzeri CACC-—=——————————— TTGTTGCTACTCAGTGCATGCAGCGAC-GGC- 66
Pseudomonas sp. S9 PSdsA CTCCAGTCAAATTATGGAAATTCAGCACTTCGTTTCTG-CTTGCC-GCAT 94
Legionellafallonii Alkyl TTCT-——=——=—————————— CTTATTGCTTCA--—————— TCGATTAGTT 61
*

P.aeruginosa PAO1l CCGCCGA--AACCACCGC-————=—=———— GCC-————-- CAAACCGCCC 78
Pseudomonas sp. DSM 6611 CCCTCGCCCAGCCGCTGCTGGCTGCAGAGAGCCTGGACAGCARACCGGCC 111
Pseudomonas sp.alkylsulfatase CC--CG---AGGGGCTG—=———=——=——=———=———————————————\——"—~—~—~—— 23
P.stutzeri CCTGCGCCCAGTCACAGC-——————=———— GCC-————————— GCCACGC 94
Pseudomonas sp. S9 PSdsA CCATCAT--AGTATCTGGT CAAAGCTGGGCTGCAGAAACAGCT 135
Legionellafallonii Alkyl TTGCTGCAGATAATTTAG-——————————— GCGGATTTAAAGAGCCGACT 99

*

P.aeruginosa PAOL AGTGCCTTCA----CCGTCG--AGGCCCAGCGGCGGGTCGAAGCG----G 118
Pseudomonas sp. DSM 6611 AGCGCCATCA----CCGCCGCAAAGAACGCCGAAGTGCTGAAG-—-—--—= A 151
Pseudomonas sp.alkylsulfatase ------ ATCA----TCGTCG------ ACACCGGCGAGTCGGTG-----— G 51

P.stutzeri CACGCACGCAA--GCTGCCC-————— AGGCCGAGGTGGCGCAGAGCTATG 136
Pseudomonas sp. S9 PSdsA AA-GCCTGCAACGGATGCGACCAAAGCCGCTAACGATGCTTTGCTCARAG 184
Legionellafallonii Alkyl GA-ACTGACA----CAGCAAAAAAATGCGGCAATGGCCCAATC-—-—---— 137

* Kk * *

P.aeruginosa PAO1l AATTGCCCTTCGCCGACCGCGCCGACTTCGAGCGCGCCGACCGCGGCCTG 168
Pseudomonas sp. DSM 6611 ACCTGCCGTTCGCCGACCGCGAGGAGTTCGAGGCCGCCARAACGCGGGCTG 201
Pseudomonas sp alkylsulfatase ACCAGTCGCGCAAGGTCCTCGCCGAGTITC-—-——-——=—=-—- CGCAA---G 86

P.stutzeri ACCTGAGCCATGTCGA--GGGCCTAGCCCAGGCACGC----CGCGGCCTA 180
Pseudomonas sp. S9 PSdsA AGCTGCCATTTGACGACAAGACCTCCTTCGACTTAGCGCACAAAGGCTTT 234
Legionellafallonii Alkyl - ACTTCCTTTTGCTGCTCAACAAGATTTCGCTGACGCAACAAGGGGATTT 186

* *

P.aeruginosa PAOL ATC-CGGCGCCCGGAGCGGTTACTCATCCGCAACCC--~CGACGGCAGCG 214
Pseudomonas sp. DSM 6611 ATCGCGCCGTTC--AGCGG--GCAGATCAAGAACGC---CGAGGGCCAGG 244
Pseudomonas sp.alkylsulfatase ATC----------- AGCG——————————————— - 93

P.stutzeri ATTGCCACGCCTC-AGGGC---CAGGTGCGCGATGC--~CGAAGGCGAAG 223
Pseudomonas sp. S9 PSdsA ATTGCTCCCCTGCCTGCAGA-ACCGATCAAAGGCGA---AAAGGGCAATA 280
Legionellafallonii Alkyl ATAGCGACCAATGAAGGACA-AGTGATTAAAAAAACGAACGAAGATCGGG 235

* Kk *
P.aeruginosa PAOL TCGCCTGGCAGCTCGGTGGCTACGACTTCCTCCTCGACGGCAA-GCCTCG 263
Pseudomonas sp. DSM 6611 TGGTGTGGGACATGGGCGCGTACCAGT TCCTCAACGACAAGGACGCCGC- 293
Pseudomonas sp.alkylsulfatase --------—----——---—-——- ACAAGCCCATC-——==——-- AAGGCC--- 110
P.stutzeri TGATCTGGGACTTCGATAGCTTTGCGTTTATCC---AAGGTGAGGCCCC— 269
Pseudomonas sp. S9 PSdsA TGATCTGGGACCCAAGCAAATATGGCTTTATTAAAGAAGGTGAAGCCGCG 330
Legionellafallonii Alkyl TGATATGGGATCTCAATTCTTATCAATTCATTAAAGGCGA-AAAGCCTCC 284
* K kKK

Sekil 3.24. Calismada elde edilen alkil siilfataz sekanslarmin hizalanmasi.

(*); Ortak sekanslar
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P.aeruginosa PAOL
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P.aeruginosa PAOL
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Sekil 3.24. (Devam)

C--GACAGCA-TCAATCCCAGCCTGCAACGCCAGGCCCTGCTCAATCTCA
C--GACACGG-TCAACCCCAGCCTGTGGCACCAGGCCCAGCTGAACAACA
—————— ATCG-TCTACACCCACTT------CCA--CCCGG----ACCACA
C--ACTACCG-TCAACCCCAGCCTGTGGCGGCAAGCGCTGCTGAATAACC
CCGGACACGA-CCAACCCAAGCTTGTGGCGCCAATCTCAACTAATCAATA
T---GCATCAATTAATCCCAGCTTATGGCGTCAAGCAAGACTTAATATGA

* * * * * ** *

AGTACGGCTTGTTCGAGGT--TGCCGAGGGTATCTACCAGGTGCGCGGCT
TCGCCGGCCTGTTCGAGGTCATGCCGAAGCT--CTACCAGGTGCGCGGCC
TCAACGGCGTG---AAGGC-————————————————————————————— CT
AGGTTGGGCTGTTCAAAGT--CAGCGACAAAATCTATCAGCTACGCGGCT
TTTCTGGCCTGTTTGAAGT--CACCGACGGCATTTACCAAGTCCGCAACT
ATAATGGCCTGTACAAGGT--CACTGATAGGATTTATCAAATTCGTGGTT

** ** * *

TCGACCTGGCCAACATCACCTTCATCCGCGGCGAC-AGCGGCTGGATCGT
TCGATCCGGCGAACATGACCATCATCGAAGGCGAC-AGCGGTCTGGTGCT
TCG--TCAGCGAAGAGCA-———=-——-——-—— GGTGAAGAGCGGCGAGGTGCG
TCGACCTAGCCAACATGACGCTGATCGAAGGCGAC-AGCGGCTGGATTGT
ATGACTTGTCGAACATGACCATCGTCGAAGGCAAA-GATGGCATCACCAT
TTGATTTATCAAATATGGATATTATCGAAGGTAAT-ACAGGTTTAATTAT

* * kK K ** * **

GGTCGACACCCTGACCACCCCGGCCACCGCCAGGGCGGCCTACGAACTGG
CATCGATACCCTGACCACCGCGGAAACCGCCCGCGCCGCCCTCGACCTGT
CATCTACGCCCAGGAAACC--—-—-— CTGCTGG-=------- ACAACGTCG
CATCGACCCGCTAACCAGCCGGGAAACCGCCGCCTTCGCTATGGACTTCG
ATTCGACCCACTGATTTCACAAGAAACAGCGAAGGCAGCGCTCGACCTGT
TGTAGATCCATTAATTAGTGCAGAAACTGCCAAAGCAGGTTTGGATTTAT

* * * * kK *

TCAGCCGCGAGCTGGGCGA-GAGGCCGATCCGTACGGTGATCTACAGCCA
ATTTCCA-GCACCGACCGAAGAAGCCGATCGTCGCGGTGGTCTACAGCCA
TCACCCA-AGGCTCGCTGGTGGGGCCGATCCTCACCATGCGCTCGGGCTA
TTGCACAACATCTGGGCTC-ACGCCCGGTGAGCGCGATGATCTTCAGCCA
AC-TACAAACATCGGCCGAAAAAACCTGTGGTTGCAGTCATCTACACACA
AC-TTTAAACACCGACCTAAAAAGTCGGTTGTTGCAGTGATTTATACGCA

* * * * *

CGCCCACGCCGATCACTTTGGAGGCGTGCGCGGTCTGGTAGAGCCACAGC
CAGCCATATCGACCACTTCGGCGGCGCGCGCGGCATCATCGA--CGAGGC
CA-——————————— GCTTCGGCGTTGCGC-—-—-— TCTCCGA--CGAGGA
CAGCCATGTCGATCACTTTGGCGGTGCTCTCGGCGTGATCAG--CGCCGA
CAGCCACGTTGACCACTACGGCGGCGTGCGCGGTGTTGTCGA--TGAGGC
CAGTCATGTGGATCACTATGGCGGGGTTAAAGGTATAGTCAA--TGAAGA

* ** *Kk K * * *

AGGT-CGCCAG----CGGCGCGGTGCAGATCATCGCTCCGGCCGGCTTCA
CGA--CGTCAAGGC-CGGCAAGGTGAAGGTCTTCGCGCCGTCCGGCTTCA
CAAG-CG-=-=——---- CGACA---TGAACGCCG--GCCTCGGCCCGCT---
AGA--CGCCAAGGTGCGTCA-GCTACCGGTGATTGCCCCGGCTGGGTTTA
AGA--TGTTAAGGC-CGGCAAGGTTAAGATCTACGCACCGTTAGGTTTCC
TGATGTGACGAAG---GGTAAAGTAAAAATTTATGCGCCGAAGGGATTTC

* * * ** ** * *

TGGAGGCGGCGATCAAGGAGAACGTCCTGGCCGGCAACGCCATGATGCGC
TGGAGCATGCCGTCAGCGAGAACATCCTCGCCGGCACCGCCATGGCCCGT
—————————— GGCCCACGAGGGCGCCTCCACCTTCATCGCC----CCCAC
TGGAAGAGGCCACCAGCGAAAACCTGATGATGGGCATCGCCATGGCCCGC
TTGAGCACGCCGTGGCCGAGAACGTTATGGCAGGTACTGCCATGAGCCGC
TAGAAGAGGCCGTAAGTGAGAACGTTTATGCGGGTAATGCGATGAGTCGT

** * * *k *

CGCGCCACCTACCAGTACGGCACGCAACTGCCCAAGGGGCCGCAGGGGCA
CGCGGCCAGTACCAGAGTGGCGTCATGGTGCCGCGCGGAGCGCAGGCGCA
CG--ACACCTTCC---GCGACA-------— GCC-===—=——— === —————
CGTGCCACCTTCATGTACGGCAAGCGCCTACCGCGCAGCGCCGAGGGCCT
CGGGCCAGCTATATGTACGGTAACCTGCTGCCGCCAGACGCCAAAGGGCA
CGTTCGTTTTATATGTATGGCACTTTTCTACCCCGCGGAGAAAGAGGCCA

*k * * *k

GGTCGACA-TGGCCATCGGCAAGGGATTGGCGCGCGG-ACCGCTGA-GC—
GGTCGACAGCGGCC-TGTTCAAGACCACGGCGACCAATGCCACCAATACG
—-TCGACA-—————————————————————————————— CCACCAT----
GGTAGACAACGGCC-TGGGCAAGGCGGTTGCCTTCGGGCACATGGGCATT
ATTAGGCGCTGGTC-TGGGTACCACCACATCGGCAGG---TACAGTAACG
AGTCGATGCCGGAT-TAGGTAAGACTACTTCAACGGG---TACAGTCACT

* x
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310
340
141
316
379
331

358
388
159
364
427
379

407
437
196
413
476
428

457
487
231
463
526
478

506
536
280
512
575
527

556
584
310
560
623
575

601
631
343
607

622

701
731
399
707
770
722

747
780
412
756
816
768
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Sekil 3.24. (Devam)

CTGCTGGCGCCGACCCGCCTGATCGAAGGCGAGGGCGAGGACCTGGTGCT
CTGGTCGCACCGAACGTGCTGATCGAGAAGCCCTACGAGCGCCACACCGT

CTGC---CGCCCACCCAACTGATCGACGGCCGCGAACAGACGCTGGACGT
CTGATTCCACCAACCGACATCATCAAAGAAACCGGTGAAACCCACGTAAT
CTTATTCCGCCAACAGATGAAATCAAGCAAACTGGAGAAATAAAAAATAT

* Kk * *

GGACGGCGTGCCGTTCACCTTCCAGAACACGCCGGGCACCGAGTCGCCGG
CGACGGCGTCGAGCTGGAGTTCCAGCTCACCCTGGGCAGCGAAGCGCCAT
——————— GTGCAGTTC---CTCCA---CGTGCC---CAGCGAGGCGCCGG
GGATGGAGTGCGCTTCGTCTTCTACAACGTACCCGAGAGTGAAGCCCCGG
CGACGGTCTCACTTACGAGTTCATGTATGCGCCTGGCAGTGAAGCCCCGG
TGATGGAATCGATATAGTATTTCAAATGGCACCTCATACTGAGGCGCCAG

* * * * * * Kk

CGGAGATGAACATCTGGCTGCCGCGGCAGAAGGCCCTGCTGATGGCCGAG
CGGACATGAACATCTACCTGCCGCAGTTCAAGGTCCTGAACACCGCCGAT
ACGAAATCGTCCTCTACCTGCCGGACAACCGCGTGCTCATCAGCGCCGAG
CGGAAATGACCTTCAGCCTGCCGGAGCTGAACGCCTTTGGCGGCGCCGAG
CGGAGATGCTCTACTACATCAAGGAGAAGAAAGCCCTTAACGCTGCAGAA
CAGAAATGTTAATGTATTTCCCGCAATTCAAAGCATTATGTGCGGCGGAA

*Kk KKk * * * * *Kk KKk

A--ACGTG--GTCGGTACCCTGCACAACCTGTACACCCTGCGCGGCGCCG
A--ACGCGCCGCCGGCG--ATGCACAACCTGCTCACCCCGCGCGGCGCCG
GTGACCCAGGGCCCG-ACCCTGCCCAACGTCCACACCCTGCGCGGCACCA
CT-ACTCT---CGCAAACCCTGCACAACCTGTACACCCTACGCGGCGCCA
G--ACTCC--ACGCATACGCTGCACAATACCTACTCGCTTCGTGGCGCCA
G--ATGCA--ACGCATACCTTACATAATCTTTATACTTTGCGCGGTGCCC

* * x ** * * ok kk **

AGGTACGTGATGCGCTGGGCTGGAGCAAGTACATCAAC-CAGGCGCTGCA
AAGTGCGCGACGCCAAGGCCTGGGCCGGCTACATCGACGCCAGC-CTGGA
AGTTCCGCGACCCGGTGGTGTGGGTGGCGAGCCTGGAC--AAGC--TGCG
AGGTACGCGATGCCTTGCAGTGGGCCAACTACATCGACGCCAGC--CGCG
AGATCCGTGACCCACTCGCTTGGTCGAAGTACCTCAACG-AAGCACTGAA
AAGTAAGGGATGCTGCTTCTTGG-TGGAAAACGTTAAATGAAACCATAGA

* * * Kk * * ok k * x * *

TCGTTTCGGCAGGCAGGCCGAGGTGATGTTCGCGGTGCACAACTGGCCGC
AAAATACGGCGACCGCACCGACGTGCTGATCCAGCAGCACAACTGGCCGG
GGCCTTC------ CAGGCCGACGTGATGGTGCCGCTGCACGGCCAGCCGG
CGCAAGCCGCTGGC--GCCGAGGTGCTGTTCAACCAGCACCACTGGCCAG
ACTCTGGGGTGATGACGTTCAAGTGATGTATGCCATGCACCACTGGCCGG
ATTATTTGGTGATAAGACCGAGGTTGTATTTGCGCAACATCATTGGCCCA

* Kk * ** * KKk

GCTG-GGGCAACGCGGAGAT-CGTCGAGGTGC-TGG-AGAAGCAGCGCGA
TCTG-GGGCGGCGACAAGGTGCGT--ACCTACCTCG-CCGACCAGCGCGA
TGAGCGGGCGG-GAGAAGGT-GGAGGAGGTGCTGCGCATGACC--CGCGA
TGTGGGGGCAG-GACAACATCCA--GACCTTCCTCA-CCACCCAGCGTGA
TGTG-GGGCAACAAAGAAGTGCGCGAGCAGTTATCG-CTA--CAACGCGA
TGTG-GGATAACAAGCGCGT-TGTGGAGTTTC-TCG-AGAGTCAGCGTGA

* Kk * * *Kk KKk

CCTGTACGGCTACCTGCACGACCAGACCCTGCACCTGGCCAACCAGGGCG
CATGTACGCCTTCCTCAACAACCGCGCGCTGAACCTGATGAACAAGGGCC
CGCCATCGCCTACATCCACGACCAGACCGTGCGCTGGATGAACAAGGGCC
TGCCTACCGCTACCTGCACGATCAAACTGTTCGCCTGATGAATGCCGGCC
CATGTACCGCTACATCAATGATGAAACCCTTCGCCTAGCGAACAAGGGTT
TTTATATAAGTTTATCCATGATCAAGCATTACGTATGCTCAACCAAGGAT

* * * * * * ** **

TGACCATCGGCCAGGTGCACAACCGCC-TGCGCCTGCCGCCCAGC---CT

TGACCCTCCACGAGAT-CGCGGCAGAAGTGAGCAAGCTGCCTGGCGAGCT
TGACCCCCGACGAGCT-~-~--GGTGGAGAAGGTCAAGCTGCC-GCCACACC
TCACCGCGCCGGAGAT-CGCCGAGCAACTGCACCTGCCGCCCAGC-=~CT
ACACCATGACCGARAT----CGCGGAGCAGGTGAAACTGCCAAAGAAAAT
TTGTGATGACTGAGAT- -~ -TGGCAACATGATGCAATTACCACCGGAGCT
* * * * %
CGACCAG----GAATGGTACGACCGCGGCTACCACGGCTCG--GTCAGCC

GGACCGG----AAGTGGTACCTGCGCAGCTACTACGGCGCGCTGTCGACC
TGGCCGGCTACACGCCCTACCTGCGCGAGTACTACGGCACC--GTGAAGC
CGACCGCC----ATCTGAACGTGCACGACTACTACGGAACCC--TCAAGC
TG-CTACA---AAATTCTCCAACCGCGGTTACTACGGCTCAC--TGAATC
TG-CCAAT---AAGTGGTATAACCGTGATTATTATGGTTCC--GTAAGCC

* x * * * Kk * *
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930
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558
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1012
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1111
1063
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Sekil 3.24. (Devam)

A--TAACGC--ACGG--GCCGTGCTGAACCGCTACCTGGGCTACTACGAC
AACTTGCGC--GCGG--TC--TACC--AGCGCTACCTGGGCTTCTACGAC
A--CAGCGT--GCGGCAGATCTACC--AGGGCTACCTGGGCTGGTTCCAG
A--CAACGT--GCGCGGCATCTATC--AGTTCTACCTAGGCTGGTTCGAC
A--CAACGTCAAAGCCACTTATGTT----CTGTATCTTGGCTGGTTCATT
A--TGATGCTAAGGC--GGTGTATC--AACGTTATTTGGGTTGGTATGAT

* * * * ** * kK K *

GGCAACCCGGCGACCCTCGACCCGCTCAGCCCGGAGGAC-TCGGCGGGCC
GGCAATCCGGCCAACCTCGACCCGTTCCCGCCGGTCGAGGCCGGCAAGC-
GGCGACCCGGTGGACCTCGACCCCATCCCGCCGGCGGAGAAGGCCAGGC-
GCCAACCCGGCCAACCTCGACCCACTGCCGCCGGTGGCCGCCGCC-GCCA
GGCAACCCCGCCACATTGTGGGAGCTGCCACCTGCAGACAAGGCTAAGC-
TCTAACCCAGCGCATCTTGACCCGATTATGCCCGTAGAATCGAGCAAAA-

* kK K * * *Kk K *

GCTACGTGGAATACATGGGCGGCGCCGAGCGCC-TGTTGG-AGCAAGCGC
GCTACGTCGAGGCCATGGGCGGCGCCGA-CGCCGTGCTCA-AGCAGATGC
GCCTGATCGCCCTCATGGGCGGTCGCGA-CAAGGTGCTGATGGCGGCCG—
AGTACGTGGCCCTGGCCGGCGGCCGTGAGCCGC-TGCTGGCAGCCGCCGA
GTTACGTTGAAATGATGGGTGGTGCTGA-CGCTGTGCTGAAAAAAGCCAA
AATATGTTGAGTACATGGGGGGAGCTGA-TGCAGTCATTGAAAAAGCCAC

* x * Kk kk ** * *

GGGC-GTCGTACGCCAGGGGCGAATACCGTTGGGTGGTCGAGGTGGTCAA
GCGCCGCCAT-CGACAAGGGCGACTACCGCTGGGCCGTGCAACTGGGCAA
GCGATGCC-TACCTGAAGGGCGACTGGCAATGGGCGGCCGAACTGTCCGG
GCAA-GCC-TATGCCGAGGGCGATTACCGCTGGGCCGCGGAGCTGGGCAA
GGA--GTATTACGACAAAGGTGATTTCCGCTGGGTAGCCGAGGTAGTCAA
AGAA-GCA-TACAACAAAGGGGAGTATCGGTGGGTTGCTGAGGTGATGAA

* * *k kk Kk * * kK Kk * * *

CAGGCTGGTCTTCGCCGAGCCGGATAATCGGGCCGCGCGCGAGCTGCAGG
CCACCTGGTCTTCGCCGACCCGGCCAACAAGGACGCCCGCGCCCTGCAGG
CTACGCCATCCGCGTCGACCACGACGACAAACTCGCCCGCGACATCAAGG
ACATCTGCTCTATGCCGATCCGGACAACCAGGGCGCCCGCGATCTGCAGG
CCATGTGGTCTTTGCTGAACCGAACAATCAAGCGGCAAAAAATATGCAAG
TCATGTGGTATTCGCCGATCCTAATAATAAAAAAGCACGCGATTTGGAGG

* * *k Kk * *k *

CCGACGCCCTGGAGCAACTCGGCTAC--CAGGCGGAG--AACGCCGGCTG
CCGACGCCATGGAACAGCTCGGTTAC--CAGACCGAG--AACGCCCTCTG
CCCGCAGCTTCCGCCGCCTGGGCTACGCCAG--CATG--AACATCAACTG
CACGCAGCTTCGAGCAACTGGGCTAT--CAGGCCGAGTCGGGGCC--CTG
CCGACGCGCTGGAACAGCTGGGTTAT--CAAGCTGAG--AGCGGCCCATG
CTGATGCTTTTGAGCAGTTAGGTTAT--CAAACTGAA--AATCCAACATG

* * *

GCGCAACAGCTACCTCAGCGCCGCCTACGAACTGCGCCACGGCGTAC--C
GCGCAACATGTACATGACCGGGGCAATGGAACTGCGCCACGGTGTGC--C
GCGCAACTGGTACCTGATGAGTGCCATGGAGCTGG---AAGGCAAGC--T
GCGCAACTTCTACCTGAGTGGCACCTATGAGCTGCGCCACGGCCTGC--C
GCGCAACTTCTACCTCACAGGTGCGCAGGAACTTCGCAATGGCGTGCAAC
GCGTAATGAATATTTAATGGGGGCATTTGAATTGAGAAATGGGGTGC--—

KKk K KK ** * * * ** * * kK *

G---CGCGACCAGCCGACGATG-AAGGCCGGCAGCGCCGATGCCC-TGGC
GACATATGACT--CCCGCGGC--AAGTCCGA--—----— GATGGGC-CGC-
GGAGGGCGACGTGGCGCTGGAA-ATGTCCCGC----CGGGTGCGCGCGGC
GGAAGAGGGTTTCACTCCGGTA-ATGATGCTC------— GATATGCTCAAA
AACTTCCGACAC-CCGATACCGCAAGTCCT-—---———- GACACCGTCAA-
——-CTAAGATTCTCAGTTCATTTAGTTCTTCTTCTTCGGATACTATTCG-

* * *

GGCGATGGACACCGGCCTGCTGTTCGACTATCTCGGCG----TGCGCCTG
-GCGCTGACTCCCGATATGTTCTTCGACC-TGCTGGCGA---TCCGCCTG
CTTCCTCTCCCCGGACATGCTGAAGAACC-TGCCGGCGCGCATCTTCCTG
CACACCGCTCCCGAGCGC-TTCCTGGACG-TGATGGCCA---CCAAGCTC
GGCGATGGACTTGGATTTGTTCTTCGACT-TCCTGGCCA---TGCGTTTG
CGCTATGCCTATGGAAATGTATCTCGATTATTTAGGAA----TGCGTTTG

* * *k *

GA-CGCC--GGCGCTGCG-GAGGGCAAGGCGCTGAGCATCAACCTGCGCC
GA-CACC--GATAAGGCC-GTCGGCCACGACATGACCCTCAAC-TGGGTG
CA-GAACTGGGTGACGCGCATCGACCCGGAGAAGAGCGGCGACGTCGAAC
AA-TGGCACGGCG--GCA-GCCGACAGCGCGCTGCGTATCAACCTCAACT
AAAGGGCCTGATGTTGC----CGACAAGCACATCACTCTCAACCTTGACT
GA-TGGCCAAAAAGCGCA---AGGTAAGAAAATGAGTATCAATTTAAGCC

* * ** * * * *

81

* *

* kk kK * *

1272
1308
881

1275
1341
1293

1321
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1123
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1168
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1653
1680
1262
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P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

Sekil 3.24. (Devam)

TGCCG-GACATCGGTGAGAACTACCTGCTG-GAACTGAAGAA--CTCGCA
TTCGAAGACCTCAAGCAGGACATCGCCCTG-ACCCTGCGCAA--CG-GCG
T---=-- GGCCCTGGGCTTCGCCTTCC-CCG-ACATCGACGAAGCCTGGAC
T-CACCGACAGCGGCGCGCGCTATCACTTGTGGATCGAGAACGCCGTG--
T-TACCGATCTCAAACAGAAGTACACGCTCGAGATGGTAAACGGTGTG--
T-CACGGATAAAAATCAACAATACGCGATT-AAATTGCAAAA--TTCAGT

* * * *

CCTGAACAACCTGCGC-GGCGTG---CAG----AGCGAGGACGCCGGGCA
TGCTGAC--CCAGCGC-GTCG-G---CAGCCTCAACCCGAAGGCCGACGT
CCTGGAGGTGCGCCGC-GGCGTGGCCCAGCTCAAGTCCGG-CATTGACCC
-CTGCAT---CACCGC-CGTATG----AATGAAGGCGAAGTCGCCGAGGC
-CTCAAC-CACACCGAAGGCATG---CAA----GCTAAGAACGCCGACGC
ACTG-ATTTATACCGCGAATAAA----AAATTGGAT---AATGCGGATGT

* ** * *

GACCGTGAGCATCGACCGCGCC-GATC-TCAACCGGCT---GCTGCTCAA
CACCGTGAA-GCTGACCAAGCC-CACCCTCGACCAGATC--GCCGCGCGC
CGCCGTG----- CCCCTGCGCCTGACCCTCGACAAGC----GCTACCTGG
CGACG--=-———-——-—— CCA-GCCTCAACCTGAGTAAGGACT-TCTTCTTGC
GACCGTCAC--CTTAACGCGTGAAACCCTTAATAACGT---GATGCTAAA
TAGTGTTTC--TTTACCGCGAAATGTATTAGATGCCATTAATCTGCGTGA

* * * *
AGAGG----- TATCG-GCG-GTA--—--- CGCC-TGGTCTTCGAGGGCA-
AAGC----—--- TCG-ACCTGCC--——-— CACCGCGATCAAGCAGGGCAC
ACACCGTCATCAGCG-GCGAGAA-———-— CAGCCTGCTCAA-GGGAGCGC
AGATA------ ATCA-GTGGGCAAGCCGGCGCCGCAGCCCTGCTCAGCTC
ACAG------- ACCACGCTARAA-—————— GATGCGGAAAGCTCAGGCGA
G--—--—-——- ACTACTCTGGAT-----—- GATGAGTTAAAGAAAGGTAC

*
————— AGC----TGAAGAG--TTCCGGCAATCCGCTGTTGCTGGGGC-——
GGTCAAGC----TGGACGG--CGACGGCAA-————~- GAAGCTCGGCG---
TGCTGGGGGACGTGAAGGT--CGATGGCAAC-————~— CTGCTGGACATCA
CGATCAGG----TGTCGAT--CGACGGCAAC-——--~- CCCCTGGCCCTTG
CATCAAAAT---CGAAGGTGACAAAGGCAA-———————= GCTCGAAG---
AGTGAAAAT---TGATGGG---GATAGAAAT----—— AAACTAAGCG---
* * Kk * K

AACTGTTCGGCATGCTCGGC-GACT---TCGACTTCTGGTTCGAT--ATC
AGTTCTTCGGCCTGCTCGAC-AGCT---TCAGCCCGAAGTTCAAT--ATC
AGACCTTC------ CTCGGC-TGCT---TCGACTTCGAGGACGCC--CCC
GGCGCTTC-—-—-- TTCAGCCTACTGGATCAGCCAGACGGACGCTTCCCC
AGCTAATGAGC-TACATGGATAACT---TCGACTTCTGGTTCAAC----—
AGTTACTCGATATGCTGGTTGTATT---TCAACC-GACATTTAAT--ATT

* * *k *

GTCACGCCGGCGGCGAAGTCCGAAGGCTGA 1977[74]

GTC-——=——————— GAACCCCTCGAG-TGA 1992([77]

ATCGCCCT---—--—-—- CACCGTGCGTTGA 1586([78]

ATTG-—————————————— TCACGCGGTAG 1965([79]

ATTG-—————————————— TGACGCCATAA 2025([80]

ATCACGCC--=-=-=-—-—— GAATGAGCAATGA 1989([81]
* *

82

1745
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1354
1746
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1814
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1443
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1974
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1968
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Sekil 3.25. Primer tasariminda kullanilan asamalarin ekran goriintiisii



Programi araglar cubugundan DNA secenegi se¢ilmistir. Tasarlanacak genin ismi
ve 311 bp uzunlugundaki ortak alkil siilfataz gen bolgesi yazilmistir. Canli tiiriine
gore DNA’nin halkasal ya da dogrusal formuna dikkat ederek se¢cim yapilmistir.
‘Primer design/Find/PCR primers Inside Selection’ se¢cenegi secilerek PZR {iriinii
uzunlugunun 233-311 bp arasinda, GC oraninin %35-60 arasinda, forward ve reverse
uzunlugunun ise 20-25 baz dizisi uzunlugu arasinda olmasi istenmistir. Eger
tasarlancak primer oldukca spesifik bir gen ise yapilmasi muhtemel biitiin hassas
ayarlar bu basamakta gerceklesmistir (Sekil 3.25). Ortak alkil siilfataz gen
bolgesinden, istenilen PZR iiriinii dogrultusunda forward ve reverse’lerin

lokalizasyonlar1 belirlenerek 10 tane primer tasarlanmistir. (Cizelge 3.6)

Cizelge 3.6. Kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Uriin uzunlugu Uzunluk Tm

(5°-3°) (bp) (bp) (°C)

1. F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 284 24 63.6
R-CCAATGCGCGTACCATCTCG 20 58.7

2. F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 289 24 63.6
R-TCGTTCCAATGCGCGTACCA 20 59.6

3. F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 292 24 63.6
R-CCCTCGTTCCAATGCGCGTA 20 60.5

4., F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 293 24 63.6
R-ACCCTCGTTCCAATGCGCGT 20 61.2

5. F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 298 24 63.6
R-TCCCGACCCTCGTTCCAATG 20 59.3

6. F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 282 22 59.8
R-CCAATGCGCGTACCATCTCG 20 58.7

7 F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 283 22 59.8
R-TCCAATGCGCGTACCATCTC 20 55.9

8 F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 284 22 59.8
R-TTCCAATGCGCGTACCATCT 20 55.9

9. F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 285 22 59.8
R-GTTCCAATGCGCGTACCATC 20 55.5

10. F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 286 22 59.8
R-CGTTCCAATGCGCGTACCAT 20 58.2

F, forward; R, reverse
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Belirlenen primerler arasindan primer se¢imi i¢in Tm degeri, % GC orani ve baz
dizisi uzunlugu gibi tasarim kriterleri dikkate alinarak forward primer 5°-
AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT-3’ reverse primer 5’-
CCAATGCGCGTACCATCTCG-3’ 284 bp uzunlugundaki primer cifti secilerek

sdsA gen analizi i¢in kullanilmistir.

3.8.2. sdsA Gen Analizleri

3.8.2.1. P. koreensis SDS4 Susu sdsA Gen Analizi

Ortak alkil stilfataz bolgesinden tasarlanan sdsA gen bdlgeleri PZR’ de ¢ogaltildiktan
sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
driinlerinin yaklasik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.26). P. koreensis SDS4 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarindaki PZR {iriinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligin 50°C oldugu belirlenmistir.

300 bp—»

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.26. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. koreensis SDS4 kodlu susa ait
sdsA PZR iiriinleri
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Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada
diger PZR sartlar1 sabit tutulmustur. (Sekil 3.27) P. koreensis SDS4 susuna ait farkl
MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iiriinleri gosterilmistir Spesifik baglanmalarin en

az oldugu MgCl, konsantrasyonu 3 mM olarak belirtilmistir.

M 2.75mM 3mM 325 mM 3.5 mM

300 bp —=

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.27. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda P. koreensis SDS4 susuna ait sdsA

PZR iiriinleri

3.8.2.2. A. veronii SDS7 Susu sdsA Geni Analizi

Ortak alkil siilfataz bolgesinden tasarlanan sdsA gen bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan
sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
driinlerinin yaklasik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.28). A. veronii SDS7 kodlu susa ait farkli primer baglanma sicakliklarindaki
PZR firtinler1 gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az oldugu sicakligin

58°C oldugu belirlenmistir.
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M 48°C 50°C 52°C

300bp—p

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.28. Farkli primer baglanma sicakliklarinda 4. veronii SDS7 kodlu susa ait
sdsA PZR iiriinleri

Optimum primer baglanma sicakligr belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada
diger PZR sartlar1 sabit tutulmustur (Sekil 3.29). 4. veronii SDS7 susuna ait farkli
MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iirlinleri gosterilmistir. Spesifik baglanmalarin

en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 3 mM belirtilmistir.

M 27%mM 3mM 325mM 3

«—284bp

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.29. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda A. veronii SDS7 susuna ait sdsA PZR

urtinleri
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3.8.2.3. P. resinovorans SDS10-2 Susu sdsA Gen Analizi

Ortak alkil siilfataz bolgesinden tasarlanan sdsA gen bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan
sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
driinlerinin yaklasik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.30). P. resinovorans SDS10-2 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarindaki PZR {iriinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligin 58°C oldugu belirlenmistir.

300bp—p

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.30. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. resinovorans SDS10-2 kodlu

susa ait sdsA PZR {iriinleri

Optimum primer baglanma sicakligr belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada
diger PZR sartlar1 sabit tutulmustur (Sekil 3.31). P. resinovorans SDS10-2 susuna ait
farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR {iriinleri gosterilmistir.  Spesifik

baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 3 mM belirtilmistir.
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2.75mM 3mM 325 mM 3.5 mM

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.31. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda P. resinovorans SDS10-2 susuna ait
sdsA PZR iirlinleri

3.8.2.4. P. corrugata SDS10-3 Susu sdsA Gen Analizi

Ortak alkil siilfataz bolgesinden tasarlanan sdsA gen bolgeleri PZR’ da ¢ogaltildiktan
sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
driinlerinin yaklasik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.32). P. corrugata SDS10-3 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarmndaki PZR f{iriinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligin 50°C oldugu belirtilmistir.
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M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.32. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. corrugata SDS10-3 kodlu susa
ait sdsA PZR firiinleri

Optimum primer baglanma sicakligr belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada
diger PZR sartlar1 sabit tutulmustur (Sekil 3.33). P. corrugata SDS10-3 susuna ait
farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR {iriinleri gosterilmistir.  Spesifik

baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 3 mM belirtilmistir.

M 2.75mM ImM 325mM 3.5mM

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.33. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda P. corrugata SDS10-3 susuna ait
sdsA PZR iirlinleri
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3.9. SDS Degrade Suslarin Alkil Siilfataz Enzimi Protein Profillerinin

Belirlenmesi ve Zimografi Analizleri
3.9.1. AIKil Siilfataz Enzim Protein Profillerinin Belirlenmesi

P. koreensis SDS4, A. veronii SDS7, P. resinovorans SDS10-2 ve P. corrugata
SDS10-3 suslarinin SDS igeren ortamda alkil siilfataz enzimi protein profilleri
incelenmistir (Sekil 3.34). 77 kDa agirhiginda olan alkil siilfataz proteinin
lokasyonunu belirlemek i¢in jelin protein molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

cizilmistir (Sekil 3.35).

kDa M M SD34 SDST SDS10-2 SDS10-3 NE

— TTkDa

30—

23—

17

M;ColorPlus Prestained Protein Marker; NK: negatif
kontrol (S. aureus)

Sekil 3.34. SDS degrade eden bakterilerin alkil siilfataz enzimi protein lokasyonunun

belirlenmesi
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Sekil 3.35. Alkil siilfataz proteini molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

3.9.2. AIkil Siilfataz Enzimi Zimografi Analizlerinin Yapilmasi

SDS degrade eden suslarin, molekiil agirligi bilinmeyen zimografik protein
bantlariin molekiil agirliklar: alkil siilfataz enzimi protein profilinde ¢izilen standart
egri ile belirlenmis 152 kDa agrrliginda oldugu tespit edilmistir. Bu durum 152
kDa’ki protein bantlarinin aktif formda, 77 kDa agirligindaki protein bantlarinin ise

inaktif formda oldugu gosterilmistir (Sekil 3.36).
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Alll stllfatar o Alkil siilfatar  «—
(aktif form-132 kDa) (aktif form-152 kDz)
Alkil siilfatar — Al siilfataz
(maktif form-77 kDa) (maktif form-77 kDa)
(a) (h) (a) (h)

P. REoreensis SD54 Aeromonas veronii SDST
Alkil stlfitaz +— Al silfata «—
(aketif form-152 kDa) (aktif form-152 kDa)
Al siilfatar !
i — — Alkil sfilfataz
(maletif form-77 kD) (naktif form-77 kDa)
(a) (b) (a) (b)
P. resinoverans SDS10-2 P. corrugata SDS10-3

Sekil 3.36. SDS degrade eden suslarin alkil siilfataz enzimlerinin aktif (a) ve inaktif
formlar1 (b)

93



3.10. AIkil Siilfataz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SDS degrade eden suslarinin alkil siilfataz enzim aktivitesinin belirlenmesinde ilk
olarak farkli pH ve sicaklik araliklarma ve spesifik enzim aktivitelerine (U/mg)
bakilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda suslarin optimum pH 7.5 ve optimum
sicaklik 30°C sicakliginda ve spesifik enzim aktivitelerinin ise P. koreensis SDS4
susu i¢in 2.52 U/mg, A. veronii SDS7 susu i¢in 2.5 U/mg, P. resinovorans SDS10-2
susu icin 1.60 U/mg, P. corrugata SDS10-3 susu i¢cin 1.32 U/mg olarak
belirlenmistir (Sekil 3.37).

(3]

spesifik enzim akiiv itesi
spesifik enzim alctiy itexi

(Llfmg)y

(l;.'mf_rj)

—a— 5D5Y —&— SDET
—a— EDE10-2 SD510-3

Sekil 3.37. SDS degrade eden suslarin degisen pH ve sicakliklardaki enzim aktivitesi

Alkil siilfataz enzim aktivitesi i¢in belirlenen optimum pH ve sicaklik kosullarinda,
ekstrakt haldeki alkil siilfataz enziminin % SDS degradasyon orani belirlenmistir.
Buna gore % 1, 2, 3, 4 ve 5 enzim konsantrasyonlarinda sirasiyla 0.72, 1.44, 2.16,

2.88 ve 3.6 mg/mL enzim kullanilmistir. (Sekil 3.38).
P. koreensis SDS4 kodlu susun 2 88 mg/mL (% 4) alkil siilfataz enzim miktarida 20

mg/mL SDS‘1 5 mg/mL’ye diisiirerek % 75 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3.38).
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A. veronii SDS7 kodlu susun 2.16 mg/mL (% 3) alkil siilfataz enzim miktarinda 20
mg/mL SDS‘1 7.1 mg/mL’ye diistirerek % 65 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3.38).

P.resinovorans SDS10-2 kodlu susun 2.16 mg/mL (% 3) alkil siilfataz enzim
miktarinda 20 mg/mL SDS‘1 11.5 mg/mL’ye diisiirerek % 43 oraninda degradasyon
yaptig1 belirlenmistir (Sekil 3.38).

P.corrugata SDS10-3 kodlu susun 2.16 mg/mL (% 3) alkil siilfataz enzim miktarinda
20 mg/mL SDS‘1 12mg/mL’ye diistirerek % 40 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3.38).

20
5 - o
2 a0
=
z
? 40
&
by
= —+— 554 —a— SDET
ey —&— SDE10-2 SDE10-3
=
0 4 y r }
1 2 3 4 5

enzim konsantrasyonu (%)

Sekil 3.38. Ekstrakt haldeki alkil siilfataz enzim aktivitesinin belirlenmesi
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Cizelge 3.7. Calismada elde edilen SDS degrade eden bakteriler ve 6zellikleri

Sus kodu

SDS4

SDS7

SDS10-2

SDS10-3

izole edilen bolge
koordinati

39°28°39.467°K,
33°24°26.73°D, 740
m
39°37°02.34”°K,
33°26°38.26°°D,773 m

39°48°38.977°K,
33°29°14.57°D, 684
m
39°48°38.977°K,
33°29°14.57°D, 684
m

16S rRNA
sekansi
(Homoloji %)

Pseudomanas koreensis
97%

Aeromonas veronii

97%

Pseudomanas
resinovorans
93%
Pseudomanas corrugata
93%

EMBL
Giris
Numarasi

KJ937669

KJ937671

KJ937675

KJ937676

Maksimum
SDS
tolarasyonu
(g/L)

55

65

15

75

SDS degradasyonu

Saf kiiltiir
ortaminda
(Yo/saat)
87 /30
74 /48

55/36s

52/54

Deterjan sanayi atik suyundaki

Steril olmayan Steril olan

(Yo/saat) (Yo/saat)
91/78 82/162
88/92 77178
751748 67/48
85/78 781792

sdsA
geni
analizi

AlKil siilfataz
Native-PAGE
analizi

AlKil siilfataz
enzim
aktivitesi
(U/mg)

1.60




4. TARTISMA VE SONUC

Akarsu ve durgun sulardaki deterjan kirlili§inin son zamanlarda yiiksek degerlere
ulastig1 gozlenmektedir. Su kirliliginin kontrolii ve Onlenmesi 6nem kazanmasi
nedeniyle ev ve endiistri kaynakli deterjanlarin mikroorganizmalar tarafindan
parcalanabilmesi ve biyodegradasyon c¢alismalar1 gelismis iilkelerin {izerinde
durdugu bir konudur. Bu tez calismasi ile alict sularda bulunan deterjanlarin
biyolojik pargalanabilirliginde etkin olabilecek lokal suslarin belirlenmesi ve
tanimlanmasi, deterjan giderimi c¢alismalarinda kullanilabilen potansiyel suslar
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu acgidan da benzer konulardaki caligmalara ve

literatiire 6zglin katkida bulunacag diistiniilmektedir.

Diinya Saglik Teskilat’'nin(WHO) igme suyundaki anyonik deterjan miktarlar1
hakkinda belirledigi deterjan miktar1 0.2 mg/L’yi gegmemelidir. Avrupa Birliginde
uygulanan su kalitesi kriterlerinde, metilen mavisi aktif maddelerin tavsiye edilen
degeri 0.3 mg/L olarak kabul edilmistir. 4 Eyliil 1988 tarih ve 19919 sayili Resmi
Gazetede belirtilen yiizeysel sulardaki anyonik yiizey aktif madde
konsantrasyonlarina goére 1.smif (yiiksek kalite) 0.5 mg/L, 2.smf (az kirletilmis) 1
mg/L, 3.smf (kirletilmis) 1.5 mg/L ve 4.smif (¢ok kirletilmis) >1.5 mg/L olarak
siniflandirilmistir [82].

Kirikkale-Kizilirmak’tan alman su 6rneklerinin yapilan deterjan analizleri, ortalama
sicaklik ve pH degerleri belirlenmistir. Bu sonuglara gore nehirde belirlenen deterjan
miktar1 tiim istasyonlar i¢in 1.5 mg/L’nin ilizerinde oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglara gore nehrin ¢ok kirletilmis yilizey sular1 kategorisinde oldugu tespit
edilmistir. Bu kirliligin sebebi olarak da nehir ¢evresinde kurulan sanayi kuruslar1 ve
bu kuruluglara bagli olarak artan nufus sayis1 nedeniyle evsel atiklarin fazlalasmasi

bu durumun sonuglari olarak diisiiniilmektedir.
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Chatuverdi ve Kumar [83] Hindistan’ mn Varanisi sehrinde evsel atiklarla kirlenmeye
sebebiyet verildigi diisiiniilen 7 ayr1 goliin deterjan analizleriyle ilgili yaptiklar
calismada, Assi golii 9.5 mg/L, Naipura 5.5 mg/L, Kandwa 8.9 mg/L, Pisachmochan
7.4 mg/L, Niralanagar 9.2 mg/L, Sundarpur 8.2 mg/L, Jawaharnagar ise 7 mg/L

oldugu sonucuna varilmastir.

Minareci ve arkadaslar’’ nin [2] Biliyiikcekmece Goliinde deterjan miktarini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, anyonik deterjan miktar1 0.054-0.134
mg/L arasinda degisen sonuglar tespit edilmistir. Bu veriler dogrultusunda, “Cevre
Mevzuati, Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeligi, Kita I¢i Su Kaynaklarinm Smiflarina
Gore Kalite Kriterleri ile kiyaslanmistir. Biiylikgcekmece Golii’nilin anyonik deterjan

yoniinden 1.dereceden (yiiksek kaliteli su) oldugu belirlenmistir.

Minareci ve arkadaslar1 [84] Gediz Nehir sistemindeki anyonik yiizey aktif madde
kirliliginin belirlenmesine yonelik yaptiklari ¢alismada, deterjan miktarlarinin belirli
bolgelerde igme suyu kriterlerinin iizerinde bir deterjan miktar1 (0.023—4.48 mg/L)
oldugu tespit edilmistir. Gediz Nehir sisteminde tespit edilen deterjan miktar1
4.dereceden yani ¢ok kirlenmis su smifinda oldugu rakamsal verilerle belirlenmistir.
Basaran’ nin [85] yapmis oldugu tez calismasinda Yuvarlak Cay’da deterjan miktar1
0.12 mg/L, Kiiciik Menderes Nehri’nde 0-0.93 mg/L, Bakircay’da 0.01 - 0.29 mg/L

olarak belirlenmistir.

Akkosan Merkez Mevkii, Sulubiik - Kiyibagi Mevkii ve Asagiyazi Kum Ocagi
Mevkii bdlgelerinden SDS degrade eden 4 sus izole edilmistir. izole edilen suslara

sirastyla SDS4, SDS7, SDS10-2 ve SDS10-3 olarak adlandirilmistir.

Bakterilerde 16S rRNA gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi ve sekans analizi sonucu
tanimlama islemi molekiiler caligmalarda standart bir yontem olarak yerini almstir.
16S rRNA bolgesinin tiim bakterilerde bulunmasi, evrim siiresince korunmus olmasi,
uygun biiyiikliikte olmas1 ve zengin veri tabanmin olmasi tiir diizeyinde tanimlama

icin sekanslamada en uygun bolge olmasini saglamaktadir [86].

98



Yapilan 16S rDNA sekans analizleri sonucu SDS4 kodlu sus % 97 homoloji ile
Pseudomanas koreensis, SDS7 kodlu sus % 97 homoloji ile Aeromonas veronii,
SDS10-2 kodlu sus % 93 homoloji ile Pseudomonas resinovorans, SDS10-3 kodlu

sus % 93 homoloji ile Pseudomonas corrugata olarak tanimlanmistir.

16S rDNA dizi analizi yontemi kullanilarak SDS’1 degrade eden Pseudomonas sp.,
Acenitobacter sp., Pantoea sp., Citrobacter sp. ve Bacillus sp. gibi bircok bakteri
tanimlanmistir  [87]. Ylzey aktif maddelerle kirletilmis yiizey sularindaki
mikroorganizmalarin artisinin, tek karbon ve enerji kaynagi olarak yiizey aktif
maddelerin kullanilmasindan kaynaklanmis olabilecegi tespit edilmistir. [87, 88].
Buna gore Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus majodoratus,
Klebsiella liquefasciens, Enterobacter liquefasciens, Klebsiella aerogenes,
Enterobacter agglomerans, Staphylococcus albus, Proteus sp., Klebsiella oxytoca ve
Brevibacterium sp. gibi SDS degrade edebilen bakteriler 16S rRNA analizi ile

tanimlanmaistir.

Tanimlanan bu suslarin deterjan sanayi atik suyu ve laboratuvar besi ortami
kosullarinda en yliksek SDS degradasyonu % 82- 91 oramiyla P. koreensis SDS4
kodlu susa ait oldugu belirlenmistir. Izole edilen dért sus i¢inden Pseudomonas tiirii
bakterileri disinda 4.veronii SDS7 kodlu susun SDS degradayonu % 75 - 88 oraniyla
biyodegradasyon ¢alismalarinda kullanilabilecek potansiyel suslar olduklar:

belirlenmistir.

Chaturvedi ve Kumar [83] yaptiklar1 ¢calismada anyonik yiizey aktif maddelerle
kirletilmis Kandwa goliinden SDS degrade eden K1, K2, K3 ve K4 kodlu dort sus
izole edilmistir. Tanimlanan bu dort susunda P. stutzeri oldugu belirlenmistir. K1
kodlu P. stutzeri % 50, K2 kodlu P. stutzeri % 54, K3 kodlu P. stutzeri % 49 ve K4
kodlu P. stutzeri % 38.2 oraninda SDS degrade etme yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. Shukor ve arkadaslar1 [89] yaptiklar1 calismada deterjan iceren yiizey
sularinda SDS kontaminasyonuna maruz kalmis bir bolgeden izole ettikleri alt1
bakteriden sadece Klebsiella oxytoca susunun % 90 oraninda SDS’1 degrade ettigini
belirlemislerdir. Hosseini ve arkadagslar1 [90] yaptiklar1 calismada Tehran

belediyesine ait aktif ¢amur sisteminde iki bakteri izole etmislerdir. Tanimlanmas1
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yapilan iki bakteri sirasiyla Acinetobacter johnsoni and Pseudomonas beteli oldugu
sonucuna varilmistir. Degredasyon yetenekleri ise Acinetobacter johnsoni’nin %
96.4 , Pseudomonas betelinin ise % 97.2 oldugu belirlenmistir. Bu sonuca
bakildiginda SDS’i tek karbon kaynagi olarak kullandigmi ve hizli, etkin bir sekilde
SDS’1 degrede edebilme yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir. J. Usharani ve
arkadaslar1 [91] deterjanla yogun olarak kirletilmis topraktan 40 sus izole etmislerdir.
Fakat aralarinda SDS degradasyonu yetenegini en yiiksek verimde kullanabilen
HS18 olarak kodlanmis susun gerceklestirebildigini tespit etmislerdir. Izolati
tanimlamak i¢in uygulanan biyokimyasal yontemler sonucunda Pseudomonas sp.
bakterisi oldugu ve SDS degradasyon orani ise % 80 oldugu gozlemlenmistir. Cakir
ve Kivang [87] yaptiklar1 bir ¢calismada, SLES (Sodyum Lauril Eter Siilfat) ve NI
(Non Iyonik: Dehydol LS 7) yiizey aktif maddeerinin P. putida (NRRL-B 13)
tarafindan biyolojik parcalanmasimi, 33 giin siireyle 28°C' de ¢alkalamali ortamda
incelemis ve SLES ve NI parcalanma oranlarin1 sirastyla % 61 ve % 53; durgun

ortamda ise % 51 ve % 44 olarak belirlemislerdir.

SDS biyodegradasyonundan sorumlu olan alkil siilfataz enzimini kodlayan sdsA
genidir. Chaturvedi ve Kumar [74], Shahbazi ve arkadaslariin [70] sdsA gen analizi
icin kullandiklar1 primerler SDS degrade eden suslarda belirtilen gen bdlgesini
cogaltmadig tespit edilmistir. Yapilan calismalarda sdsA genine yonelik primerlerin
sadece Pseudomonas aeruginosa tiriine ait gen dizisi oldugu diisiiniilmektedir. Bu
neden de dolay1 alt1 farkli Pseudomonas tiirline ait alkil siilfatazlarin ortak bolgeleri
esas almarak Vector NTI Express (Lifetechnologies, ABD) programi araciligiyla

primer tasarimi yapilmistir.

Tasarlanan primer 284 bp uzunlugunda olup SDS degrade eden suslar i¢in sdsA gen
analizi.yapilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda tasarlanan primerin sdsA genini
belirlemede etkin bir primer dizisi olmadig1 ve farkli bolgelere yonelik bantlarin

olustugu gézlemlenmistir.
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SDS degrade eden suslarin alkil siilfataz enzimi protein profilleri incelenmistir. Bu
suslar Native - PAGE jel elektroforezinde yiirtitiildiikten sonra, olusan jel SDS igeren
soliisyonda bekletilerek alkil siilfataz enziminin SDS’1 substrat olarak kullanmasiyla
olusan bantlarm aktif formu 152kDa agirligindaki protein bantlari, inaktif formda 77

kDa agirligindaki protein bantlarmi olusturdugu belirlenmistr.

SDS degrade edebilme yetenegi veren alkil siilfataz proteininin enzim aktivitesi
incelenmistir. SDS degrade eden suslar i¢in optimum pH ve sicaklikta spesifik enzim
aktivitelerinin en yiiksek oldugu degerler belirlenmistir. P. koreensis SDS4, A.
veronii SDS7, P. resinovorans SDS10-2 ve P. corrugata SDS10-3 suslarinin uygun
optimum pH 7.5 ve optimum sicaklik 30°C olarak belirlenmistir. Bu dort sus
icerisinde en yiiksek alkil siilfataz enzim aktivitesi 2.52 (U/mg) degeriyle P.
koreensis SDS4 kodlu susun oldugu, izole edilen dort sus arasinda farkl tiire ait

A.veronii SDS7 kodlu sus ise 2.50 (U/mg) spesifik enzim aktivitesi tespit edilmistir.

SDS degradasyonundan sorumlu Alkil siilfataz enziminin uygun sicaklik ve pH” da,
belirli enzim konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi ve ekstrakt haldeki enzimin SDS

degradasyonu incelenmistir.

Yapilan enzim konsantrasyonu ¢alismasinda P. koreensis SDS4 susunun % 4 enzim
konsantrasyonu nda ekstrakt haldeki enzimin en yiiksek SDS degradasyonu orani
% 75 ve bu susun laboratuvar besi ortamindaki SDS degradasyonu % 86 olarak
belirlenmistir. Ayrica SDS degrade eden Pseudomanas tiirleri disinda A.veronii
SDS7 kodlu sus % 3 enzim konsantrasyonunda enzim SDS degradasyonu % 65 ve bu
susun laboratuvar besi ortamindaki SDS degradasyonu % 75 olarak tespit edilmistir.
Chaturvedi ve Kumar’in [83] Assi golinden SDS degrade eden ii¢ sus izole
etmislerdir. SDS1, SDS2, SDS3 olarak kodlanan suslar % 99 homoloji ile P.
aeruginosa olarak tanimlanmistir. Tanimlanan ii¢ susun spesifik enzim aktiviteleri
arastirildiginda SDS1 P. aeruginosa 0.142 U/mg, SDS2 P. aeruginosa 0.144 U/mg,
SDS3 P. aeruginosa 0.168 U/mg olarak belirlenmistir
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Shahbazi ve arkadaslarinin [70] otomobil yikama ve bakim is yerine ait atik
suyundan izole ettikleri P. aeruginosa susu icin spesifik enzim aktivitesinin 24.3
U/mg oldugu belirlenmis olup SDS degradasyonu i¢in uygun bir izolat oldugu

goriisiine varmiglardir.

Ambily ve arkadaslar1 [92] SDS degradasyonundan sorumlu olan alkil siilfataz
proteini i¢in yapilan enzim aktivitesi ¢aligmasinda izole ettikleri SDS degrade eden
Pseudomonas aeruginosa MTCC 10311 susunun uygun sicaklik ve pH degerini
tespit ederek, ekstrakt haldeki proteinin spesifik enzim aktivitesini, enzim
konsantrasyonunu ve SDS degradasyonunu gézlemlemislerdir. Belirlenen uygun
sicaklik 30°C ve pH 7.5’ da % 4 enzim konsantrasyonunda duragan faza geg¢mistir,
spesifik enzim aktivitesi 3.04 U/mg oldugu belirlenmistir. Ekstrakt haldeki alkil
siilfataz proteininin SDS degradasyonu % 75 oldugu belirlenmistir. Pseudomonas
aeruginosa MTCC 10311 susunun genel besiyeri ortaminda SDS degradasyonunun

ise % 96 oldugu gozlemlenmistir.

Yapilan ¢alismalar g6z 6niinde bulunuduruldugunda P. koreensis SDS4 kodlu susun
% 82- 91 SDS degradasyonu ve alkil siilfataz enzim aktivitesinin 2.52 (U/mg)
oldugu, % 4 enzim konsantrasyonunda % 75 enzim SDS degradasyonu
belirlenmistir. SDS degrade eden dort sus arasinda farkli tiir olan A.veronii SDS7
kodlu sus 1se % 75 - 88 SDS degradasyonu ve alkil siilfataz enzim aktivitesinin 2.50
(U/mg) oldugu, % 3 enzim konsantrasyonunda % 65 enzim SDS degradasyonu tespit
edilmistir. Gozlemlenen bu sonucglar P. koreensis ve A.veronii suglarmin SDS

degradasyonu ¢alismalarinda potansiyel suslar oldugu sonucuna varilmaktadir.
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