KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

ANYONIK DETERJAN KiRLIiLiGI OLAN SULARDA DETERJAN DEGRADE
EDEN BAKTERILERIN DEGERLENDIRILMESI

LALE GOKSU

MAYIS 2015



Biyoloji Anabilim Dalinda Lale GOKSU tarafindan hazirlanan ANYONIK
DETERJAN KIRLILIGI OLAN SULARDA DETERJAN DEGRADE EDEN
BAKTERILERIN DEGERLENDIRILMESI BELIRLENMESI VE
TANIMLANMASI adli Yiiksek Lisans Tezinin Anabilim Dali standartlarma uygun

oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. ilhami TUZUN

Anabilim Dal1 Bagkani

Bu tezi okudugumu ve tezin Yiiksek Lisans Tezi olarak biitiin gereklilikleri yerine

getirdigini onaylarim.

Dog. Dr. Biilent ICGEN Prof. Dr. Aysun ERGENE
Ortak Danigman Danigman
Jiiri Uyeleri
Bagkan : Prof. Dr. Sema CETIN

Uye (Danisman) : Prof. Dr. Aysun ERGENE

Uye (Es danisman) : Dog. Dr. Biilent ICGEN

Uye : Dog. Dr. Tarik DANISMAN

Uye : Yrd. Dog. Dr. Umit YIRTICI

...... [ooiid ciin.

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek

Lisans derecesini onaylamistir.
(Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU)

Fen Bilimleri Enstitiisi Muduri



OZET

ANYONIK DETERJAN KIiRLIiLiGI OLAN SULARDA DETERJAN DEGRADE
EDEN BAKTERILERIN DEGERLENDIRILMESI

GOKSU, Lale
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Ortak Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN
Mayis 2015, 125 sayfa

Bu calisma kapsaminda Kirikkale-Kizilirmak’ta belirlenen oniki istasyondan 2014
yil1 boyunca mevsimsel periyotlarla aliman su 6rnekleri ile anyonik deterjan kirliligi
gosteren bolgeler belirlenmistir. Deterjan kirliligi tespit edilen Asagiyazi Kum Ocagi
Mevkii, Mezbahane-MKE Tesisleri Mevkii ve Irmak Mevkii-Kizilirmak il Smir1
Cikis1 istasyonlarindan anyonik deterjanlardan sodyum dodesil siilfat1 (SDS) degrade
eden bakteriler zenginlestirme yontemi kullanarak izole edilmistir. Izole edilen
bakteriler 16S rDNA sekans analizi kullanilarak Pseudomonas migulae SDS10,
Pseudomonas koreensis SDS10-1, Pseudomonas kilonensis SDS11 ve Pseudomonas
baetica SDS12 olarak sirasiyla % 96, 94, 99 ve 99 homolojiler ile tanimlanmastir.
Daha sonraki caligmalarda ise tanimlanan bu suslardaki SDS degradasyonundan
sorumlu olan sdsA gen varlig1 ve bu gen tarafindan kodlanan alkil siilfataz enzim
aktivitesi belirlenmistir. Saf kiiltiir ve deterjan sanayi atik suyu ortamlarinda yapilan
calismalar sonucu Pseudomonas koreensis SDS10-1 adli bakterinin SDS
degradasyon yeteneginin % 83 ile 89 arasinda oldugu, alkil siilfataz enzim
aktivitesinin  ise 2.9 U/mg oldugu ve deterjanlarla kirletilmis sularin

remediasyonunda potansiyel olusturdugu belirlenmistir.



Anahtar Kelimeler: SDS degradasyonu, alkil siilfataz, ylizey sulari, sdsA, deterjan
kirliligi
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF DETERGENT DEGRADING BACTERIA IN WATERS
POLLUTED WITH ANIONIC DETERGENT

GOKSU, Lale
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, 125 pages

Within the scope of this study, seasonal water samples were taken over 2014 to
determine anionic detergent polluted areas in Kirikkale-Kizilirmak. Out of twelve
polluted stations revealed, only three of them, namely Kum Ocagi Mevkii,
Mezbahane-MKE Tesisleri Mevkii and Irmak Mevkii, were used for sampling to
isolate sodium dodecyl sulfate (SDS) degrading isolates through enrichment process
which was followed with 16S rDNA sequence analysis for identification. The
selected four isolates were identified as Pseudomonas migulae SDS10, Pseudomonas
koreensis SDS10-1, Pseudomonas kilonensis SDS11 ve Pseudomonas baetica
SDS12 with 96, 94, 99 and 99 % homologies, respectively. The identified isolates
were further characterized in terms of sdsA gene and activity of the enzyme alkyl
sulfatase coded by this gene. Due to its SDS degradation ability in both pure culture
and detergent industry waste waters, Pseudomonas koreensis SDS10-1 was found to
be potential SDS biodegrader with 83-89 % SDS degradation ability and 2.9 U/mg

enzyme activity.

Key Words: SDS biodegradation, alkylsulfatase, surface waters, sdsA, detergent

pollution
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1. GIRIS

Teknolojinin hizla gelismesi, niifus yogunlugunun artmasi, diizensiz yapilasma
sonucu su kaynaklarmin bilingsizce kullanilmasi, endiistriyel ve evsel atiklarin
desarj1 ile denizler ile i¢ su kaynaklari, atmosfer ve karasal ortamlardan daha ¢ok
kirliligin etkisi altinda kalmaktadir. Cilinkii her gegen giin giderek artan oranda cesitli
kaynaklardan gelen atik maddeler akarsulara, dolayisiyla gél ve denizlere ulasmakta
ve ekolojik dengenin de bozulmasina neden olmaktadwr. Kirliligin boyutlar1 sucul
sistemdeki canli yagammi etkiledigi gibi, kirleticilerin ortamda belirli bir diizeyin
iistiine ¢ikmasiyla dogal denge bozulmakta ve besin zincirini olusturan organizmalar
aracilifiyla insan saglig1 da tehdit edilmektedir. Cesitli kirletici etmenlerin katilmasi
ile birlikte suda dogal olmayan bir sekilde fiziksel, kimyasal ve biyolojik
degisiklikler meydana gelmektedir. Dogal yapidaki su kaynagma karigsan atik
maddeler mikroorganizmalarin yardimi 1ile transformasyon ve mineralizasyona
ugramaktadir. Boylece sular veya su kaynaklari biyolojik olarak kendi kendilerini
temizleme Ozelligi gosterir. Su kaynaklarmna katilan ¢ogu toksik yapidaki yabanci
maddelerin konsantrasyonlari, bu tamponlama giicliniin lizerine ¢iktig1 zaman,
sulardaki organik maddelerin parcalanmasi ve suda ¢dziinmiis oksijen yetmezligi

nedeniyle sistemi ¢oktliirmektedir [1].

Yurdumuz akarsuyu bol olan {ilkeler arasinda sayilmaktadir. Ancak hizla
kalkinmakta ve gelismekte olan {ilkemizde akarsularimiz, gol ve denizlerimizle diger
tiim su kaynaklarimizda goriilen kirlenmenin 6nemi biiyiiyen sehirlerin icme suyu ve
gelisen endiistrinin su talebini karsilamak durumunda kalacag: diisliniildiigiinde bir
kat daha artmaktadir. Dolayisiyla Tiirkiye’nin gelecek nesillerine saglikli ve yeterli
su birakabilmesi i¢in kaynaklarini ¢ok iyi koruyup akilct kullanmasi gerekmektedir.
Son yillarda evsel ve endiistri atiklarindan kaynaklanan kirlilik olaylar1 cok dnem
tagimakta ve evsel ve endiistriyel atiklardan sucul ortama gelen kirleticiler arasinda
deterjanlar onemli bir yer tutmaktadir. Deterjanlar, genellikle evlerde temizleme
islerinde, deri, kagit, tekstil, kozmetik ve lastik endiistrilerinde, fotograf¢ilikta,
camasirhanelerde, siit ve mesrubat fabrikalarinda sise yikama islerinde kullanilir [2].

Deterjan kirliligi sulardaki biyolojik aktiviteyi etkilemesi acisindan Onemlidir.



Ozellikle deniz suyundaki deterjan miktarimin 0.1 gr/m’’ten fazla olmasi hallerinde
organizmalara toksik etkiler yapacagi belirtilmisti. Bu toksik etkinin
organizmalardaki oksijen tagmimini etkiledigi birgok tiir i¢cin degisik lethal doz

degerleri ile belirtilmistir [3].

Kirikkale, Orta Anadolu Bolgesi’nde Kizilirmak’m yakininda kurulmus, hizla sanayi
merkezi haline gelmekte olan bir ilimizdir. Kirikkale-Kizilirmak ¢evresindeki sanayi
kuruluslarmin tirettigi atiklardan ve sehrin yerel atiklarindan etkilenmektedir [4]. Bu
nedenle bu ¢alisma kapsaminda, ilk olarak Kirikkale-Kizilrmak’in deterjan kirliligi
acisindan degerlendirilmesi yapilmig, daha sonraki asamada ise kirlilik gosteren
bolgelerden anyonik deterjanlardan olan ve yaygin kullanima sahip olan SDS’i
degrade eden suslar izole edilmis ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapilarak SDS

remediasyon ¢aligmalarinda kullanilabilirlikleri arastirilmistir.

1.1. Literatiir Ozetleri

1.1.1. Cevre Kirliligi

Son yillarda hizli sanayilesme, niifustaki hizli artis ve kentlesme, yetersiz altyapi ve
sanayi kuruluslarinin pek ¢ogunda aritim tesisinin bulunmayis1 ¢evre kirliligini
olusturmaktadir [5]. Bu bahsedilen sorunlarin ¢dziimlenmesinde 6nemli rol oynayan
teknolojik gelismeler, insanligin yararina bir¢cok yeni ve alternatif iirlinler sunarken
kiigiimsenmeyecek oranda ve nitel- nicel yonden oldukga farkli atiklar olusmaktadir.
Bu tiir kat1 ve sivi atiklarin aritimlart mevcut konvansiyonel aritim siiregleri ile
yeterli diizeyde yapilamamaktadir. Bunun yani sira etkili bir aritim ise, ilgili endiistri
kuruluglarma olduk¢a pahaliya mal olmaktadir. Bu nedenle, giiniimiizde bir¢ok
endiistri kuruluslarinin 6nemli sorunu olan bu tiir atiklarin aritiminda; ekonomik
yonden ucuz, pratik uygulamalarda kolaylik saglayacak aritim siireglerine yonelik
genis bilimsel arastirmalar yapilmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde evsel
ve endiistriyel atiklarin yeterince aritilmadan nehir gol ve deniz gibi alic1 ortamlara
verilmesi ekolojik sistem i¢in ciddi problemler olusturmaktadir [6]. Cevre kirliligini

artiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda rol alan kirleticiler arasinda deterjanlarda



yer almaktadir. Deterjanlarin rastgele liretilmesi ve ¢evreye bosaltilmalar1 sonucunda
cevre kirlenmesine neden olmalar1 deterjanlar konusunda bir dizi Onlem alma

zorunlulugu getirmistir [7].

1.1.2. Su Kirliligi

Diinyada niifusun artmasi ve endiistrinin gelismesi ile suyun yerkiire lizerindeki
dogal yapis1 istenilmeyen yonde bozulmaktadir [8]. Su kirliligi su kaynaginin
kimyasal, fiziksel, biyolojik, radyoaktif ve ekolojik 6zelliklerinin olumsuz yonde
degismesi seklinde gozlenen ve dogrudan veya dolayli yoldan biyolojik kaynaklarda,
insan sagliginda, su irilinlerinde, su kalitesinde ve suyun diger amaclarla
kullanilmasinda engelleyici bozulmalar yaratacak madde veya enerji atiklarinin
bosaltilmasmi ifade etmektedir. Bu cer¢evede Birlesmis Milletler Diinya Saglik
Orgiiti (WHO) tarafindan sularda kirletici etki yapabilecek unsurlar asagidaki
sekilde siniflandirilmiglardir [9]:

e Bakteriler, viriisler ve diger hastalik yapici canlilar: Sularin hijyenik agidan
kirlenmesine neden olan bu organizmalar genellikle hastalikli ya da portor
(hastalik tasiyic1) olan insan ve hayvanlarin digki ve idrarlarindan

kaynaklanir.
e Organik maddelerden kaynaklanan kirlenme: Olmiis hayvan ve bitki artiklar
ile tarimsal artiklarin yiizeysel sulara karismasi sonucunda ortaya cikan

kirlenmedir.

e Endiistri atiklari: Cesitli endiistri faaliyetleri sonucu olusan fenol, arsenik,

siyaniir, krom, civa vb. toksik maddeleri icerirler.

e Yaglar ve benzeri maddeler: Tanker kazalar1 ve petrol boru hatlarindan

kaynaklanir.

e Sentetik deterjanlar: Temizlik maddeleri.



e Radyoaktivite: Niikleer ener;ji santrallari, hastaneler, bazi endiistri kuruluslari,
arastirma kuruluslarindan kaynaklanan atiklar ile niikleer silah denemeleri

sonucunda olusabilmektedir.

e Pestisitler: Tarimsal savasta kullanilan yapay organik maddelerdir.

e Yapay organik kimyasal maddeler: Bu maddeler farmasotik, petrokimya ve

ziral kimya endiistrilerince liretilmektedir.

e Anorganik tuzlar: Bu maddeler toksik olmayip ancak yiiksek dozlarda

kirletici olarak kabul edilirler.

e Yapay ve dogal tarimsal giibreler: Azot ve fosfordan kaynaklanan ikincil

kirlenme.

e Atik 1s: Tek gecisli sogutma suyu sistemlerine sahip termik santrallar
ylizeysel sulara biliyilk miktarda atik 1s1 verir. Suyun sicakliginin artmasi
biryandan dogal aritma siirecini hizlandirirken 6te yandan sudaki oksijenin

doygunluk derisimini azaltarak anaerobik kokusmaya neden olurlar.

Evsel ve endiistriyel atiklar icinde ¢evre kirliligi a¢isindan kanalizasyona verilen en
tehlikeli atiklar deterjanlar ve temizlikte kullanilan ¢amasir suyu gibi kimyasallardir.
Bunlar biyolojik atik su aritma sistemlerinin ¢alismasini da etkiledigi i¢in dnemli
Olgiide kirlenmelere neden olmaktadirlar. Son yillarda biyolojik olarak parcalanan

temizlik hammaddelerinin kullanimi ile bu sorun kismen de olsa giderilmistir [9].

1.1.3. Deterjanlar

Petrokimya iiriinlerinden elde edilen, temizleme ve aritma gibi islemlerde kullanilan
toz, sivi ya da jel seklinde olabilen kimyasal maddelere "deterjan" denilmektedir
[10]. Pek cok kisi deterjan1 temizleme 6zelligine sahip kimyasal madde olarak

tanimlamakta ise de akla en uygun gelen tanimi Larson’un [11] suda ¢dziinen, yiizey



gerilimini azaltarak sulu ¢ozeltilerin kapiler i¢ine girmesini saglayan (1slatma etkisi),
agglomera (y1gm) teskil eden partikiilleri suya baska maddelerden daha iyi baglayan

(emiilsiyon etkisi) bir maddedir” seklindedir.
En ¢ok bilinen deterjan sodyum lauril hidrojen siilfattir. Lauril alkol siilfiirik asitle

tepkimeye sokulur. Bu tepkimeden elde edilen lauril hidrojen siilfat, sodyum

hidroksitle deterjan sodyum lauril siilfat olusturur (Sekil 1.1).

CH;(CH,},(CH,OH+HOS0,0H — CH;(CH,),;CH,050,0H + H,0

Lauril alkel Siilfiirik asit Lauril hidrojen siilfat
1Na0H

hidrofobik ug o
r - ) "

(CR3CRCHCH; CH; CH;CH;CHCHICHCHICH; —0— S —O0™Na™ + 1,0
Sodyum laun! siilfat (0]

S ——
hidrofilil ug

Sekil 1.1. Deterjan olusumu [12]

Deterjanlar kompleks bir yapiya sahiptirler. Degisik madde igeriginin yani sira yiizey
aktif maddeler temizleme 6zelligi dolayisi ile 6n plana ¢ikar. Yapisindaki maddelerin
kirletici Ozelligi ile birlikte ylizey aktif maddelerin belli toksisitesi bu maddeler

iizerine incelemeleri artirmistir [13].

1.1.3.1. Deterjanlarin Siniflandirilmasi

1.1.3.1.1. Yiizey Aktif Maddeler (Siirfektanlar)

Stirfektan kelime olarak "yiizeyi saran" anlamima gelmektedir. Siirfektan maddeler,

suyun yiizey gerilimini disiirtirler. Bu nedenle "ylizey aktif" maddeler olarak

anilirlar. Siirfektanlar, ayni molekiilde biri hidrofilik (polar) digeri hidrofobik



(apolar) olan iki grubun varlig1 ile karakterize edilir (Sekil 1.2). Hidrofilik kisim bas
grup ve hidrofobik kisim da kuyruk grup olarak isimlendirilir [14]. Molekiiliin su
sever kismi kiiresel formlar, yag-sever kismi ise cubuk formlar olusturur. Molekiiliin
su-sever kismi, ayni zamanda yiik tasiyan kismudir. Siirfektanlar, diisiik
konsantrasyonlarda monomer halinde bulunurlar. Her monomer elektriksel yiike

sahiptir [15].

H;E
% t

Hidrofobik grup Hidrofilik zrup
i} v

Sekil 1.2. Yiizey aktif madde molekiiliiniin yapis1 [16-17]

Sulu ¢ozeltide siirfektanlarin davranisi, hidrofobik kismimin ¢dzeltiden ayrilma ve
hidrofilik kisminin ¢dzeltiye dogru yonelme egilimi ile tayin edilir. Bu ¢ift yonlii
egilim, araylizeylerde silirfektanlarin adsorpsiyonu ve miseller gibi agregatlarin
olusumunu saglamaktadir (Sekil 1.3). Siirfektan molekiillerinin, hidrofobik gruplar1
sudan uzakta su/hava araylizeylerinde ve hidrofilik gruplar1 da ¢o6zelti i¢inde
adsorplanir. Bunun bir sonucu olarak, arayiizeydeki su molekiillerinin bazilar
hidrokarbon veya polar olmayan gruplar ile yer degistirir. Arayiizeyde siirfektan
molekiillerinin adsorpsiyonu sonucu su molekiilleri arasindaki etkilesim kuvveti
azalir ve ¢0zeltinin yilizey geriliminde bir diigme meydana gelir. Su ve sulu ¢ozeltide
coziindiikleri zaman yiizey gerilimini azaltip, kirlerin bulunduklar1 yiizeyden daha
cabuk koparilmasmi saglayan maddelerdir. Yiizey aktif madde hammaddesi i¢in
kullanilan kaynaklar, petrokimyasal veya dogal kokenlidir. Petrokimyasal
hammaddeler, etilen, normal parafin ve benzen olup bu kaynaklardan iiretilen aktif

madde hammaddeleri lineer alkoller, lineer alkil benzenler, lineer alfa olefinler ve



dallanmis zincir yapili alkil benzenlerdir. Dogal kaynaklar ise, yag alkolleri veya yag

asitleridir [11].

Sekil 1.3. Sulu ¢ozeltide siirfektanlarin davranisi [18]

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 tuzlar1 ve az miktarda da daha kiiglik molekiil agirlikli karboksilatlari
barindirirlar. Sabunun birka¢ bin yil 6nce Eski Misirli’lar tarafindan bulundugu
sanilmaktadir. Sabun 18. yiizyilla kadar tiim diinyada her alanda yaygm olarak
gelmigtir. Sabun, genelde yiizyillar 6ncesinden beri kullanilmakta olan eritilmis i¢
yagl ya da diger yaglarin sodyum hidroksit ile 1sitilmasi yontemiyle elde
edilmektedir (Sekil 1.4). Reaksiyon sonunda sabun olarak adlandirilan gliserin ve

yag asitlerinin sodyum tuzu olusur [19].
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Hayvansal veya bitkisel vag Gliserin Sabun

Sekil 1.4. Sabun olusumu [20]

Sabunlar uzun zincirli yag asitlerinin sodyum veya potasyum tuzlaridir. Sabunlarin
hem uzun, apolar hidrokarbon kuyrugu hem de polar karboksilat uglari vardir.
Sabunlar bu Ozellikleriyle suyun i¢inde miseller olusturup suda ¢oziinmeyen
maddelerin etrafini sararak, kirlerin suyla temizlenmesini saglarlar (Sekil 1.5). Buna
ragmen sabunlar sert sularda ¢ok iyi performans gostermezler. Cilinkii sert suyun
igindeki Ca™ ve Mg™ iyonlartyla c¢okelek olustururlar. Sabunlarin sert sularda
koplrmemesinin sebebi de budur. Bu problemi halletmek i¢in 1940'lh yillarda
deterjanlar iiretilmeye baslanmistir. Aynen sabunlar gibi suda miseller olustururlar

ama onlar gibi sert sudaki iyonlarla ¢okelek olusturmazlar [20].

Na+ COz_ COQ_

NS

COy COy
Na® CO; Nat
Na

Sekil 1.5. Sabun miseli [21]



1.1.3.1.1.1. Yiizey Aktif Maddelerin Ozellikleri

Yiizey aktif maddelerin 6zellikleri asagidaki gibi siralanmaktadir:

e Misel Olusturma: Miseller belirli bir konsantrasyondan ve sicakliktan sonra
olugsmaya baglar. Misellerin olustugu bu konsantrasyon kritik misel konsantrasyonu
(KMK) ve sicaklik da Krafft sicakligi olarak adlandirilir. Misel olusumu ¢ok sayida
molekiiliin ¢oziiciiniin 6zelligine gore hidrofobik ya da hidrofilik gruplarmin bir
araya gelerek farkli sekilde diizenlenmesiyle gerceklesir. Sulu ¢ozeltide, hidrofilik
gruplar sulu fazla temas halinde iken hidrofobik hidrokarbon zincirleri miselin igine
dogru yonelerek yiizey aktif madde iyonlarinin misel ya da agregatlar1 olusur.
Coziicli ortaminin apolar oldugu durumlarda ise ters (reverse) miseller olusur. Bu
durumda hidrofobik zincirler miselin diginda hidrofilik polar gruplar misel

cekirdegini olusturmak tizere misel ¢ekirdeginde yerlesirler [22].

Sulu ortamda biiylik-daginik hidrofilik grup ve uzun-ince hidrofobik grup iceren
ylizey aktif maddeler kiiresel, biiyiik hidrofobik grup ve kii¢iik hidrofilik grup igeren
ylizey aktif maddeler ise lamelar ve silindirik misel olusturma egilimindedir. Yine
konsantrasyon artis1 ile de kiiresel olarak baslayan miseller degisik sekiller
almaktadir (Sekil 1.6). Misellerin bulundurdugu yiizey aktif madde molekiil sayisi o
maddenin agregasyon sayist olarak adlandirilir. Iyonik olmayan vyiizey aktif
maddelerin agregasyon sayist 1000 ve iizeri olabilirken iyonik yiizey aktif
maddelerde yiiklii bas gruplar arasindaki elektrostatik itmelerden dolayr daha az
sayida monomer bir araya gelebilmekte ve iyonik yilizey aktif maddeler i¢in

agregasyon sayisi en fazla 100 olmaktadir [22].



Hegzagonal misel Ters hegzagonal misel

Sekil 1.6. Farkli sekillerdeki misel yapilari [23]

e (Coziinebilirlik: Bir maddenin yiizey aktif madde olabilmesi i¢in, likid bir sistemin

en az bir fazinda ¢6ziinebilmesi gerekir.

e Amphipatrik yapt: Yiizey aktif madde molekiilleri, ¢oziniirliik egilimine karsi
koyan gruplardan olusur. Suyun yiizey gerilimini diisiiren, islatma ve deterjan

ozelligi gosteren yap1 olarak tanimlanabilir.

e Fazlar arasinda adsorbsiyon: Yiizey aktif maddeler yiizey gerilimini ¢ok fazla

diisiirtirler.

e Fonksiyonel oOzellikleri: Yiizey aktif madde soliisyonlari, temizleme, kdpilirme,
1slatma, emiilsifiye etme, dagitma gibi fonksiyonel Ozellikler gostermektedirler

[24].
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1.1.3.1.1.2. Yiizey Aktif Maddelerin Kullanim Alanlar

Yiizey aktif maddelerin gida, eczacilik, deterjan, kozmetik ve tekstil gibi baz1 dnemli

uygulama alanlar1 vardir (Sekil 1.7).

/“"""__"““‘\

Deterjanlar ve temizleviciler

Bova, vernik ve kaplama Eczacilik alaminda

T ! ! ! Metal prosesleri

Adsorbsiyon

Plastik ve komposit maddeler I'LI.I:I:I.TI.SI[!! dlg!r

T emlusrn\el uvgulamalar
Yag alamindaki kimvasallar i é %% Z..E::.:..-

Emiilsivon

Madencilik ve flotasyvon Tekstil ve iplik sanavinde

Sekil 1.7. Yiizey aktif maddelerin kullanim alanlar1[22]

1.1.3.1.1.3.Yiizey Aktif Maddelerin Simiflandirilmasi

Stirfektanlar, polar bag gruplarin yapisina bagli olarak siniflandirilir (Sekil 1.8) [25].
Eger bas grup negatif olarak yiiklenmis ise siirfektan anyonik bir siirfektandir. Buna

karsin katyonik siirfektanlar pozitif yiiklenmis bir bas grup igerir. Yiiksliz
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sirfektanlar genellikle iyonik olmayan olarak adlandirilir. Hem negatif hem de
pozitif olarak yiiklenmis grup igeren siirfektanlar ise zwitteriyonik siirfektanlardir

[14].

Hidrofobik grup Hidrofilik zrup

Sekil 1.8. Siirfektanlarin smiflandirilmasi [25]

¢ Anyonik Siirfektanlar

Suda c¢oziindiikleri hidrofil uglar1 anyon, yani negatif yiikli bir iyon olusturur.
Anyonik stirfektanlarda polar bas grup olarak, karboksilat, siilfat, siilfonat ve fosfat
bulunmaktadir. Anyonik siirfektanlar, siirfektanlarin biiyiik bir kismin1 meydana
getirir ve diger siirfektan siniflarma gore daha biliylik miktarda kullanilmaktadirlar.
Bunlarin daha ¢ok kullanilmasinin nedeni imalatinin daha kolay ve ucuz olmasidir.
Karsit iyon olarak ¢ogunlukla sodyum, potasyum, amonyum, kalsiyum ve degisik
protonlanmig alkil aminler kullanilmaktadir. Sodyum ve potasyum suda ¢ozlniirligii
arttirirken, kalsiyum ve magnezyum yagdaki ¢oziiniirliiglinii arttirir. Amin/alkanol
amin tuzlart hem yag hem de suda ¢Oziinen {riinler verir. Etkileri ve sudaki
coziiniirliikkleri sicaklikla artmaktadir. Bir diger 6zellikleri de ¢ok kdpiirmeleri ve su
sertliklerinden olumsuz etkilenmeleridir. Bu siirfektan maddeler iyi temizleme
ozelliklerinden dolay1 daha ¢ok camasir ve bulasik deterjanlarinda ve sampuanlarda
kullanilmaktadir [15]. Anyonik siirfektanlar, deterjanlarin en biiylik sinifidir ve 60

farkli grubu vardir. Bu maddeler; sabunlar, alkil benzen siilfonatlar, ikincil alkan
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siilfonatlar, yag alkolii siilfatlar1 veye alkil siilfatlar, alfa siilfo yag asidi metil

esterleri, alkil eter siilfatlar ve yag esterleridir.

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
alkilsiilfonat) ve LAB (lineer alkil benzen) seklindedir. LAB k&pilirme ozelligi
yiiksek ve ¢oziiniirliigii fazla olan bir yiizey aktif maddedir. Fakat suyun sertliginden
etkilenmektedir. LAB deterjan icinde LAB olarak kullanilmayip LABSA (Lineer
Alkil Benzen Siilfonik Asit) formuna donistiiriilerek kullanilmaktadir. Yani lineer
alkil benzen siilfonik aside doniistiiriilmektedir (Sekil 1.9). LAB Tiirkiye’de
iiretilmemektedir. Ithal edilip fabrikalardaki siilfonasyon iinitelerinde LABSA
sekline doniistiiriilmektedir [26].

CH3(CH;); CH(CH2) . CH:

SO; Na’

Sekil 1.9. Lineer alkil benzen siilfonik asit [26]

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Sodyum dodesil siilfat, sodyum lauril siilfat olarak da adlandirilan
CH3(CH3);;0SO3Na seklinde formiile edilen organik bir bilesiktir (Sekil 1.10).

Organik siilfat grubu 12 karbonlu kuyruga eklenerek deterjana amfibilik 6zellik verir.
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SDS miikemmel temizleme Ozelliginden dolayr en c¢ok tercih edilen anyonik
deterjanlardan biridir. Ozellikle sampuan ve dis macunu igin kopiik maddesinin
onemli bir bilesenidir. Basta temizlik madde formiilasyonlarinda, emiilgator,
farmasotik, tekstil ve elyaf {iretiminin yani sira plastik, boya, deri, fotografcilik ve
metal sanayi gibi bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir [27]. SDS’in diinyada
yaygin bir sekilde kullanimi sonucunda, gerek evsel gerekse endiistriyel atik sularla
alict su ortamlarma 6nemli miktarda karigmaktadir. Genelde parcalanabilir yiizey
aktif maddeler aritma tesislerinde uzaklastirilabilmelerine ragmen, indirgenmis
konsantrasyonlarda atik sularla nehir ve caylara verilmektedir. Boylece sulama suyu
olarak tarim alanlarinda kullanilan sularla, yiizey aktif maddelerin topragir da

kirlettigi gosterilmistir [28-29].

AV

S
N\\/W\x/\of' 0~ Nat
Sekil 1.10. SDS’in kimyasal yapis1 [30]

e Katyonik Siirfektanlar

Sudaki ¢ozeltileri katyon yani pozitif yiikli bir iyon olustururlar. Temizlik giicii zayi1f
oldugundan yikama maddelerinde kullanilmazlar. Hi¢bir zaman anyon aktif
maddelerle birlikte kullanilmamas1 gerekir. Kullanildiklarinda birbirlerini notralize
ederek cokerler ve Ozelliklerini kaybederler [10]. Katyonik siirfektanlar birgok
ylizeyde giiclii olarak adsorplandigindan dolay1 yiizey modifikasyonlarinda
kullanilmaktadirlar. Katyonik siirfektanlarmm biiylik bir cogunlugu, katyonik yiik
tastyan azot atomuna dayanmaktadir (Sekil 1.11). Hem amin hem de kuaterner
amonyuma dayali tirlinler oldukca fazladir. Aminler, yalnizca protonlanmis durumda
sirfektan olarak fonksiyon gosterirler, bu nedenle yiiksek pH degerlerinde

kullanilamazlar. Kuaterner amonyum bilesiklerinin pH’a kars1 duyarliligi yoktur.
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Kuaterner olmayanlar da ¢ok degerlikli anyonlara karsi oldukca yiiksek hassasiyete

sahiptir. Dezenfektanlarin ve camasir yumusaticilari iiretiminde kullanilir [15].

CH,

R——N~——CH,

cH,  CeHs=Cl

dezenfektan ve antistatik ajan

R=C3C13

Sekil 1.11. Katyonik siirfektan molekiil yapis1 [26]

o Iyonik Olmayan Siirfektanlar

Iyonik olmayan siirfektanlar, diger biitiin siirfektan tiirleri ile uyumludur. R grubu,
yag alkolleri, alkil fenoller ve oxo alkolleri olmak tizere genel formiilleri R-O-(CH,-
CH,-O)nH’dir  (Sekil 1.12). Sert sulara karsi hassasiyetleri yoktur. Iyonik
siirfektanlarin tersine fizikokimyasal 6zellikleri, elektrolitler tarafindan belirgin bir
sekilde etkilenmez. Bunlar yiiksek sicakliklarda suda daha az ¢oOziiniir ve daha

hidrofobik hale gelirler [15].

!’\W}
o

Sekil 1.12. Iyonik olmayan siirfektan molekiil yapisi [22]
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Iyonik olmayan siirfektanlar, polar grup olarak ya bir polietere ya da polihidroksil
birimlerine sahiptir. Iyonik olmayanlarin biiyiik bir kisminda polar grup, oksietilen
birimlerinden olusan bir polieterdir. Iyonik olmayan deterjanlarin anyonik deterjanlar
icin kimyasal ara {irtinler, emiilsiyon olusturucular, képtik arttiricilar ve ¢ok sayida
ilag uygulamalar1 da vardir. Iyonik olmayan deterjanlar renk agma 6zelliklerinden

dolay1 tekstil sanayinde kullanilirlar [11].

e Zwitteriyonik Siirfektanlar

Zwitteriyonik siirfektanlar en kiiciik siirfektan sinifidir. Bunlar genellikle asit ve
bazlarda kararlidir. G6z ve deride ¢ok diisiik tahribat gosterdiklerinden dolay1 bir¢ok
tiirliniin sampuan ve kisisel bakim {irtinlerinde kullanilmasi uygundur. Zwitteriyonik
stirfektanlar, farkl isarette iki yiikli grup icerirler (Sekil 1.13). Pozitif yiik, genellikle
amonyumken, negatif yiikk kaynagi en yaygin olarak karboksilatlar olmasina ragmen
degisebilir. Zwiterriyonikler, amfoterikler olarak da adlandirilir. Bu gruptaki yiizey
aktif maddeler cok etkili, fakat cok pahalidir. Yapilar1 ve iiretimleri oldukca
karigiktir. Bu tip maddeler deterjan hammaddesi olarak ¢ok yaygin bir sekilde
kullanilmakla birlikte, asidik ortamda katyonik, bazik ortamda anyonik olarak
hareket ederler. 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 [13].

Sekil 1.13. Zwiterriyonik siirfektan molekiil yapis1 [22]
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1.1.3.1.2. Yapisal Maddeler

Yapisal maddeler bircok fonksiyonu birden yerine getirerek yikamanin
tamamlanmasma yardimci olurlar. Yikama suyundan, tekstilden ve diger kirli
ortamlardan kalsiyum ve magnezyum gibi metal elementlerini uzaklastirirlar [33].
Deterjan endiistrisi tarafindan en iyi olarak nitelendirilen yapisal madde STPP
(sodyum tripolifosfattir). Deterjan formiilasyonlarinda iyon degistirici yapisal
maddelerin basinda ise zeolitler (sodyum alumina silikatlar) gelmektedir [11].

Sodyum tripolifostat:

e Su sertligine neden olan iyonlarla (Ca™, Mg™) kompleks yaparak

uzaklastirma 6zelligi disinda aktif maddelere sinerjistik etkisinin olmasi,

e Suyun pH’sin1 9-10 arasinda tutarak temizleme islemini kolaylastirmak,

e Kirin su icinde kalmasmi saglama, camaswr makinelerinin yipranmasini

onlemek, ekonomik olmak,

e Toksik 6zelliginin olmamasi,

e C(Cilde alerjik etkisinin bulunmamas1 nedenleriyle 6nemli fonksiyonlara sahip

yapisal maddedir [2].
Cevresel problemler olusturdugu i¢in sodyum tripolifosfat yerine zeolitin

kullanildigi, ama son yillardaki arastirmalara gore zeolitin de cevresel sorunlar

meydana getirdigi belirtilmektedir [11]. Ug tip yapict madde grubu vardir. Bunlar:
1.1.3.1.2.1. Alkaliler

En cok kullanilan sodyum karbonat ve sodyum silikattir. Suyun sertligini artiran
metal iyonlarin1 ¢Oktiiriirler, deterjan ¢dzeltisinin pH’sin1 alkali ortamda tutarak

kirlerin ve tekstil elyafinin negatif zeta potansiyelini arttirip bazi kirlerin tekrar elyaf
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iizerine c¢okelmesini Onleyici rol oynarlar. Fakat toprak alkali karbonat ve
silikatlarinin elyaf ve camasir makinesi pargalar1 iizerinde toplanmasina neden

olduklar i¢in bir deterjanin yapisinda yalniz baslarina kullanilmamalidir [7].

1.1.3.1.2.2. Kompleks Yapicilar

Bu grupta en ¢ok taninan kompleks yapict madde sodyum tripolifosfattir. Alkalilere
gore cok biiyiik avantajlara sahiptir. Su sertligine neden olan metal iyonlarini
kompleks halinde baglayarak zararsiz hale getirir ve bir ¢okeltiye neden olmaz.
Ayrica, agir metal iyonlarin1 da kompleks halinde baglar. Bu 6zelligine ek olarak
STPP tampon etkisi nedeni ile yikama ¢ozeltisinde alkaliligin devamliligini saglar.
Sodyum tripolifosfatin yikamaya yardim eden temizleyici 6zelligi de bulunmaktadir.
Ancak, deterjanlardan kaynaklanan ve atik sulara gecen fosfatlar gol sularinda
otrofikasyona neden olmakta ve bu yiizden, deterjanlara fosfatlarin katilmasi bazi
iilkelerde yasaklanmis bulunmaktadir. Sodyum tripolifosfattan baska en ¢ok taninan
baslica yapicit maddeleri; tetrasodyum pirofosfat, trisodyum fosfat, baz1 fosforik asit
tiirevleri, EDTA, nitriol asetik asit, sitrik asit ve bazi polikarboksilik asitler seklinde

siralamak miimkiindiir [10].

1.1.3.1.2.3. iyon Degistiriciler

Bunlar kalsiyum ve magnezyum metallerini sodyum iyonuyla degistirerek zararsiz
hale getirirler. En taninmis olanlar1 zeolit-A olup bu madde poliakrilik asit tiirevleri
ile birlikte kullanildiginda STPP performansina yaklasmaktadir. Kalsiyum ve
magnezyum katyonlarmni uzaklastirma konusunda yapilan pek ¢ok arastirma
sonucunda diizgiin kristal forma sahip sodyum aliiminyum silikatlarm bu igleme
uygun oldugu bulunmustur. En ekonomik ve kullanilabilir olan iyon degistirici zeolit
4A adi verilen {iriindiir. Kalsiyum ve magnezyum haricinde Pb, Cu, Ag, Cd, Zn ve

Hg iyonlarini da tutma 6zelligine sahiptir [7].
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1.1.3.1.3. Agarticilar (Beyazlaticilar)

Agartict terimi, en genis anlami ile bir objenin rengindeki acilmay1 saglayan madde
olarak ifade edilebilir. Genel olarak agartma etkisi mekanik, fiziksel veya kimyasal
olarak gerceklesebilir. Yikama islemi swrasinda bu proseslerin hepsi paralel fakat
degisik oranlarda gergeklesebilir. Agarticilarin etkisi, tipi dahil olmak {izere
konsantrasyonuna, zamana, sicakli§a, kirin tipine ve tekstil {iriiniinliin cinsine
baghdir. Beyazlatma genellikle yiiksek sicaklik (90-95°C) istedigi i¢in son
zamanlarda disiik sicakliklarda da yikama ve beyazlatma Ozelligini saglamak
amaciyla bazi oksijen aktive edici maddeler kullanilmaya baslanmistir. En ¢ok
kullanilan peroksit aktive edici tetra asetilen daimindir [3]. Agarticilar temizleyici
degildirler. Yalnizca % 2-3 oraninda kir uzaklastirma etkileri vardir. Bir yikama
formiiliinde agarticinin fonksiyonu, camasir elyafini boyamis olan pigmentleri okside
ederek renksiz hale getirmek ve parcalayarak c¢oziiliir hale getirmek suretiyle

uzaklastirmaktir [11].

1.1.3.1.4. Diger Yardimc1 Maddeler

1.1.3.1.4.1. Enzimler

Enzimler bilhassa protein bazli kirlerin pargalanip temizlenmesini saglayan ¢ok
onemli bilesenlerdir. Deterjanda kullanilacak enzim, yikama siiresi bir saatten az
oldugu halde yiiksek etkinlik gostermeli, heterojen kirlerle karsilastiginda diisiik
spesifiklik gostermemeli, yiiksek sicakliga karsi dayanikli oldugu gibi alkaliteye
kars1 da stabil olmalidir. Ayrica deterjan ig¢indeki kompleks yapicilara, perborata,
yiizey aktif maddelere kars1 da stabil olmali ve uzun miiddet depolanmada herhangi
bir bozunma gostermemelidir. Bu 6zelliklerin bircoguna sahip olan serin proteinleri
deterjan piyasasinda en fazla kullanilan enzim tiiriidiir. Enzimler gerek iretim,
gerekse deterjanlara katilmalar1 sirasinda insan ve cevre sagligina hicbir olumsuz

etkilerinin olmamasi i¢in gerekli biitlin 6nlemler alnir [7].
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1.1.3.1.5. Optik Beyazlaticilar

Kumas tlizerine diisen gozle gériinmeyen ultraviyole 15181, goriiniir 151k dalga boyuna
cevirerek kumas tlizerinden yansitirlar. Boylece g6z, kumas iizerine diisen i1siktan
fazla 151k alir. Kumas oldugundan daha beyaz ve parlak goriiniir. Bu bir optik
aldanmadir. Bir optik beyazlatici elyafa iyice baglanmali, oksijene, klora ve isiya

dayanikli olmalidir [11].

1.1.3.1.5.1. Kopiik Stabilizator ve Regiilatorleri

Yikamada deterjanin kopiigiini arttirict maddelerdir. En bilinenleri; polikarboksilik
asitler, yag asidi amidleri, yag asitleri alkanol amidleri, betainler, sulfobetainler,
aminoksitlerdir [10]. Bir maddenin kopilik ayarlayict olabilmesi i¢in diisiik
cOziinlirliige ve yiliksek yiizey gerilimine sahip olmasi gerekmektedir. Piyasadaki
LAS/yag alkolii poliglikol, eter 6zellikli deterjanlarin koptligii uzun karbon zincirine

sahip sabunlarla kontrol edilmektedir [11].

1.1.4. Deterjanlarin Cevre ve Canhlar Uzerine Etkisi

Organik kirleticilerden olan deterjan kirliligi denizlere, géllere ve nehirlere evsel ve
endiistriyel atiklarla gelmektedirler (Sekil 1.14). Deterjanlarin bosaltildiklar1 alict
sulara baslica etkileri, kdpiik olusturma, biyolojik ayrigma sonucu oksijen tiiketimi,
su yasamina toksik etki olarak 6zetlenebilir. Deterjan aktif maddeleri alici sularda su
ozelliklerine bagli olarak 0.5 mg/L’den yiiksek derisimlerde kopiik olustururlar.
Olusan kopiikler su yiizeyini kaplayarak havalandirmaya ve oksijen aligverigine
engel olabilir. Deterjan aktif maddesi bosaltildiklar1 alici sularda biyokimyasal
reaksiyonlarla ayrisirlar ve bu ayrisma sirasinda ortamdaki ¢dziinmiis oksijeni
kullanirlar, bu da ani oksijen eksikligine neden olabilir. Deterjanlar, sulardaki
biyolojik yasam iizerinde bircok olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Ozellikle deniz
suyundaki deterjan miktarinin belli degerden fazla olmasi durumunda organizmalara

toksik etkiler yapacagi belirtilmektedir [2]. Sucul hayvan tiirlerinde patolojik,
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embriyolojik, iireme, fizyolojik, biyokimyasal ve diger etkilere sebep olurken, sucul
bitki tiirlerinde sararma, klorofil-protein kompleksinin par¢alanmasi, membrana zarar
vererek hiicre Oliimii, metabolizma ve biiylimenin geciktirilmesi, patomorfolojik
baskalagimlar, biyokiitle artisinda, protein ve DNA sentezinde azalmalar gibi
deterjana bagh etkiler deneylerle gosterilmistir [31]. Marmara Denizi’nde gozlenen,
asir1 plankton liremesinden kaynaklanan kirmizi su (red tide) olaylarina neden olan

kimyasal atiklarin 6nemli bir kismin1 da deterjanlar olusturmaktadir [32].

Deterjanlar ¢ok kuvvetli balik zehirleridir. Baliklarin solunum yollar1 ile tuz
dengesini bozarlar. Solunga¢ hiicrelerinde incelme, biiylime ve kanama meydana
gelir. Baliklarin kronik olarak az dozlarda maruz kalmalar1 bile onlarmn 6liimiine
neden olur. Suda devamli fakat az miktardaki deterjan balikta metabolizmay1 bozup
kulugka siiresinin gerilemesine neden olur. Gida zinciri ile insana gegerek zararl
olur. Baliklar iizerinde deterjanlarin toksik etkileri arastirilmis, baliklarin
omurgasizlara oranla daha hassas olduklar1 saptanmistir. ABS’nin 0.01 ppm’lik,
LAS’m 1 ppm’lik konsantrasyonunun Crassostrae virginica ve Merceneria
merceneria veliger larvalarinda biiylimeyi durdurdugu goézlenmistir. Crustaselerden
Elminius modestus ve poliketlerden Sabellaria spinulosa yumurta ve larvalarina
benzer toksik etkiler gosterdigi saptanmistir. Deterjan igeren suda, diger kirleticilerin
de etkileri artabilir. Ornegin milyonda bir oraninda deterjan igeren suda dikloro
difenil trikloroethan (DDT) gibi bdcek Oldiiriicii pestisidlerin baliklardaki toksisitesi
artmaktadir. Diger yandan sudaki miktarina gore deterjanin canlida yiiksek oranda
biriktigi caligmalarla saptanmistir. Yapilan bir arastirmada bir balik tiiriiniin etinde
18 mg/kg’a kadar deterjan birikebildigi saptanmistir. Yani deterjan, denizden
aldigimiz besin zinciri yoluyla bizlere kadar ulasabilmektedir [2]. Deterjan ve
sampuanlarm bulundugu nehir suyu 6rneklerinde dogal mikrobiyal kommunite gibi
hiicre sayisindaki artisin, metabolik islemler i¢in tek karbon ve enerji kaynagi olarak
ylizey aktif maddelerin kullanilmasindan kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir.
Deterjan ve sampuanlardaki STPP gibi maddeler mikrobiyal gelisme i¢in besin
kaynag1 olarak da kullanilabilmektedirler [33]. Yapilan bir ¢alismada, satilan bazi
deterjanlarin biyolojik parcalanmaya direncli bilesenler icerdigi belirlenmistir. Bu
kimyasal triinlerin, kanalizasyon gibi sucul ortama karistiklarinda, direngli olmaya

devam ettikler1 bildirilmistir. Son yillarda deterjanlarda, biyolojik olarak
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par¢alanamayan bilesiklerin yerine biyolojik olarak pargalanabilen bilesiklerin
kullanilmas1 nedeniyle sucul ortamlarda daha diisiik deterjan miktarlarinin

bulundugu bildirilmistir [31].

t\ Hava emisyonlan

.

Fosseptik

Mehir / G&l / Deniz

Sekil 1.14. Deterjan kirliliginin sembolize edilmesi [34]

1.1.4.1. Deterjanlarin i¢cme Sularina Etkileri

I¢me suyu amagh kullanilan kuyu sularinda pargalanmaz 6zellikte dallanmis zincire
sahip ABS molekiillerine rastlamak miimkiindiir. Dolayisiyla olusan kopik
problemini ¢oziimlemek igin ABD ve Avrupa’da 1964-1965 yillarinda tiimiiyle LAS
kullanilmaya baslanmigtir. Degigik tuzluluk derecesine sahip alic1 ortam
analizlerinde LAS’mn % 80-90 oraninda parcalandigi, bir atik su Orneginde ise,
LAS’1in 0.5 mg/L konsantrasyonun altina iki aylik bir periyot i¢inde ulastigi, ABS
tagtyan ayni miktardaki atik su orneginde ise, ABS’nin 5.5 yilli bir periyotta 0.5
mg/L’ye ulastig1 tespit edilmistir. Aerobik aritma tesislerinde de LAS’1n kolaylikla
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parcalandigi, parcalanmayan kismin yarattigi toksisitenin dnemli miktarda olmadigi
bildirilmistir. Bu agidan iilkemizde son yillarda deterjan yapiminda aktif madde
olarak biyolojik parcalanmasi oldukca kolay olan LAS kullanilmaktadir [1]. I¢me
sularinda zararsiz fosfor konsantrasyonu 7 mg/L P,Os iist smirdir. Deterjanlar
konusunda Diinya Saglik Teskilatr’nin Onerdigi limitlere goére icme suyunda
bulunabilecek anyonik deterjanlar 0.2 mg/L’yi gegmemelidir. Yine ayni kurulusun
1984 yilinda yaymladigi “Igme Suyu Kalitesi i¢in Ana Hatlar” adli yaymnda
deterjanlar icin smir deger verilmemekte, ancak i¢me suyunda kopiik, tat ve koku
meydana getirmeyecek seviyede olmasi gerektigi belirtilmektedir. Deterjanlar
insanlara icme suyu ile ayrica deterjanla kirlenmis su ile yikanan meyve ve bitkiler
ve calkalanmadan kullanilan kaplarla gecebilir. Evlerde yikanan kaplar sonradan

calkalandig1 zaman suya 0.2-1 ppm yiizey aktif madde verir [1].

1.1.4.2. Deterjanlarin insan Saghgina Etkileri

Biitiin yiizey aktif madde gruplarmin bazi yan etkilerinin oldugu bilinmektedir.
Deterjanlar insan viicuduna deri, sindirim sistemi, solunum yoluyla girmektedir.
Deriye temas ettiginde derinin yagimni alarak kurumasina, catlamasini ve hassas
kisilerde dermatitlerin olusmasma neden olmaktadir. Deterjanlarin iceriginde ¢ok
miktarda fosfat ve klor vardir. Bunlarin yutulmasi ve solunmasi zararlhdir. Bu yiizden
deterjanlarla yikanan bulasiklar iyice durulanmalidir. Bulasik yikarken buharlasan
klorun etkisiyle gozlerde yanma, solumada zorluk, bas agris1 gibi etkiler ortaya ¢ikar.
Bu deterjan maddeleri kanalizasyona karisip trihalometani olusturuyor, ayrica
kanalizasyonlardaki yararli bakterilerin 6lmesine sebep oluyor. Deterjan icerisinde
bulunan ylizey aktif madde disinda 6nemli oranda (% 70-90) bulunan temizleyici,
beyazlatici, yumusatici, kopiirtiicli, parlaklik verici ya da antiseptik 6zellik veren
katli maddelerinin ¢ogu da yiizey aktif madde gibi insan organizmasina gidalarda ve
diger yollardan girdiklerinde dokularda irritasyon sonucu olumsuz etkilere neden
olabilmektedirler. Her ne kadar bu maddelerin kanserojen etkili olduklarmna iliskin
bilgi olmasa da bir¢ok kanser tiirliniin dokularin siirekli irritasyonu sonucu
olusabildigi literatiirlerde vardir. Kokulu deterjanlar (tuz ruhu, kezzap, ¢camasir suyu)

akciger hastaliklarma ve bagirsak kanserine yol agmaktadir. Koku giderici spreyler
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havadaki kokular1 yok etmezler. Bir kismi kotii kokular1 hos kokularla orter; bir
kismi da burun yollarmi yagl bir tabakayla kaplayip koku alinmasmi engeller.
Bunlar etanol, naftalin formaldehit icerir. Cam temizleyicilerin ¢ogunda sadece su,
amonyak ve mavi boya vardir. Bunlardan amonyak icerenlerin tahris edici etkisi

oldugundan solunmas1 ve goze temasi zararhdir [35].

1.1.4.3. Deterjan Kaynakh Fosfatin Etkisi

Sulu sistemlerde fosfor, bu sistemlerde mevcut olan ¢ok yonlii ve karmasik kimyasal
dengelerin anahtar elemanlarindan biridir. Sularda fosfat, c¢6ziinmiis fosfat,
¢cOzlinmiis organik fosfat ve partikiile fosfor bilesikleri halinde bulunur. Coziinmiis
fosfat cogunlukla orto fosfat iyonlar1 (H,PO,, HPO,) halindedir. Suda fosfat
bilesiklerinin dagilimi pH’m fonksiyonu ile degisir. Evsel atik sularda fosforun
yaklagik % 50’si evsel ve endiistriyel orijinli atiklardan, kullanilan deterjanlarin
yapisindaki fosfattan gelir. Bu madde NasP,O; (sodyum bifosfat) ve NasP;Oig
(sodyum trifosfat) seklinde bulunur. Evsel kokenli pis sulardaki toplam fosforun 1.6
gr P/N giin deterjanlardan, 1.7 gr P/N giin insan digkisindan ve 57 mg P/N giin ise
yiyecek maddelerinden kaynaklandig1 belirtilmektedir. Evsel atik sulardaki fosforun
ana kaynagi, 1925°te NasP,07; ve 1934°te NasP;0;¢ olarak degistirilip kullanilan
camasir temizleme tozlaridir. Bugiin diinyada 3.000.000 ton fosfat ¢amasir tozu i¢in
kullanilmaktadir. Tarimsal iiretim alanlarindan yikanarak suya karisan fosfor miktari
0.2-1 kg P/ha yil olarak verilmekte olup alici ortam suya fosforun % 91°1 evsel ve

endiistriyel atiklardan gelirken, % 9’u da tarimsal alanlardan gelmektedir [26].

Atik sularla, erozyonla, tarimsal topraklardan drenajla ve yagmur sulariyla gelen
azot, fosfor gibi besleyici elementlerin, gol, nehir, durgun su ve korfezlerde
maksimum diizeye ulagmasi sonucu asir1 alg cogalmasmin ardindan Gtrofikasyon
sorunu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 1.15). Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii
(OECD) otrofikasyonu “sularin besleyici elementlerce zenginlesmeleri sonucu artan
alg ve makrofit liremesi, balikk avlama alanlarinin, su kalitesinin nitelik¢e
bozulmasma kadar varan bir dizi semptomatik degisim ve su kullanimi ile

uyusmayan diger bagka etkilerinin ortaya ¢ikmasi” olarak tanimlamaktadir.
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Otrofikasyon, alglerin hizli ¢ogalmasi, alglerin neden oldugu koku ve tat, bazi
alglerin salgiladig1 toksik maddeler, su ylizeyinde alg kiitlelerinin ylizmesiyle olusan
estetik problemler, gol tabaninda organik maddelerin birikmesi, oksijen tiikenmesi ve
balik 6liimleri, bircok yabanci bitkilerin yetismesi, suda organik maddelerin neden
oldugu renklenme, suyun filtrasyonunda zorluklar ortaya ¢ikmasi, denize girilen
sahillere ve denizcilige olumsuz etkileri gibi bir¢ok probleme neden olur.
Otrofikasyon daha da arttigimda flora ve fauna icin olumsuz etki yapan
hiperotrofikasyon sorunu ortaya ¢ikmakta ve bu olay yiizeysel sularin yaslanma
stirecini hizlandirmaktadir [36]. Diinyada cesitli alic1 sularda yapilan ¢aligmalar alg
gelisimini  smirlayict parametrenin fosfor, klorofil konsantrasyonlar1 ve 1s1k

gecirgenligi ile birlikte ifade edilen fosfor diizeyi oldugunu ortaya ¢gikarmustir [2].

Sekil 1.15. Otrofikasyonun sembolize edilmesi [37]

Otrofikasyonun dnlenmesi igin, kanalizasyon sularina fosfor desarjmin azaltilmast,
Ozellikle fosfatsiz deterjanlarin kullanilmasi, gollerde, i¢ sularda birikmis olan
fosfatlarin  kimyasal ¢oktiirme ile elimine edilmesi, organik maddelerin
par¢alanmadan once mekanik toplayicilarla ortamdan g¢ikarilmasi, suya herbivor

balik ilavesi, ortami oksijenlendirme, ekosisteme temiz su ilavesiyle kirlenmis suyun
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yerini degistirme, 6zellikle gol cevresindeki tarim arazilerinde kimyasal giibrelerin
bilingli kullanilmas1 ve g6l ortamima ulagmasinin engellenmesi amaciyla teraslama

uygulamasi yapilmalidir [36].

Deterjanlarda STPP kullaniminin engellenmesiyle, evsel atik sularin fosfat yiikiiniin
% 20-25 oraninda azalabilecegi saptanmistir. Evsel atik sular i¢cin kimyasal ¢oktiirme
veya biyolojik aritim yontemleriyle % 90 verimle fosfat wuzaklastirilmasi
miimkiindiir. Bunlardan en ¢ok uygulanan yontem aliiminyum tuzlari, demir tuzlari
veya kirec ilavesiyle uygulanan kimyasal ¢oktiirmedir. Yapilan c¢esitli ¢aligmalar
sonucu STPP dolgu maddesi yerine, zeolitler, nitrilotriasetat ve alkalilerin
kullanilabilecegi saptanmistir. Zeolitler, sodyum aliiminyum silikatlar olup, iyon
degistirme yoluyla suyu yumusatirlar. Nitrilotriasetat, nitrilotriasetik asitin sodyum
tuzu olup, suda sertlige yol acan iyonlar1 ¢ok iyi baglar. Fakat maliyeti STPP’ye gore
cok yiiksektir, ayrica cevrede yaratabilecegi toksik etki ve agir metalleri alic1 sulara
tasima Ozelliginden dolayr bir¢ok iilkede kullanimi yasaklanmistir. Alkalilerin
temizleme giiglert STPP seviyesine ulasamamaktadir. Toprak alkali karbonat ve
silikatlar suda sertlige neden olan iyonlarla ¢Oziinmez bilesikler olustururlar.

Yurdumuzda baslangictan beri dolgu maddesi olarak STPP kullanilmaktadir [2].

Avrupa’da, atik camurunun kullaniminin tarimda yayginlasmasi, kullanilan pahali
gilibreler yerine topraktaki fosfatin yeniden tutulmasi gibi yontemlerle atiklarda
bulunan fosfatin yarisindan fazlasi 1990’lardan bu yana geri doniistiiriilmektedir.
Uygulanan Avrupa evsel atik su aritim yonergesinde, evsel atiklardaki fosfatin
deterjan iceren farkl kaynaklardan, yiyecek atiklarindan, insan idrar1 ve diskisindan
kaynaklandig1 ve artik etkileyici ¢evresel konulardan biri oldugu gosterilmektedir.
Bu yonergede genisleyen kentlerdeki tiim atik g¢aligmalarinda, fosfatin ortadan
kaldirilmasmin potansiyel olarak 6trofikasyona yatkin veya yiizey sularina desarjdan
sonra aritima yatkin sularda gerekli oldugu onemle belirtilmistir. Atiktan potansiyel
olarak kullanilir fosfatin geri doniisiimiiyle elde edilen miktarlar oldukca artmistir ve
atiktan fosfat eldesi Onemli bir gelisme olarak kaydedilmistir. Endiistriyel

proseslerde fosfatin ayristirilmasi i¢in ¢esitli yollar hala tartisilmaktadir [38].
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1.1.5. Atik Sulardaki Deterjan Kirliliginin Giderilmesinde Kullanilan

Yontemler

Atik su aritimi, ¢esitli kullanimlar sonucu olusan atik sularin desarj edildikleri alict
ortamin fiziksel, kimyasal, bakteriyolojik ve ekolojik 6zelliklerini degistirmeyecek
hale getirmek i¢in uygulanan fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritim yontemlerini
kapsamaktadir. Atik sularda deterjan ve fosfat kirliliginin Onlenebilmesi ic¢in
biyolojik parcalanabilirligi fazla olan yiizey aktif maddeler kullanilmalidir. Deterjan
ve dolayisiyla fosfatin mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi seklinde
uygulanabilir. Bir¢ok mikroorganizma tiirliniin deterjanlar1 karbon kaynagi olarak
kullanabildikleri dikkate alinirsa, deterjan miktarlar1 azaltilabilecektir. Boylece hem
deterjan miktarlarmin kaynaginda kontrol edilerek alici sularda canlilar i¢in toksik
etkileri azalacak, hem de deterjan kaynakli fosfatlar da biyolojik aritim tesislerinde
onemli Olciide tutulabilecektir. Biyolojik olarak ayrisabilirligi yiikksek SDS, LAS tipi
deterjanlar biyolojik aritma sistemlerinde diger kentsel atik sularla birlikte
aritilabilmektedir. Ancak ABS tipi deterjanlarin biyolojik ayrisabilirligi diisiik
oldugundan bu tip deterjanlar ¢ok pargalanabildiginden bunlarin aritimi i¢in kimyasal

oksidasyon ve aktif karbon adsorpsiyon yontemleri tercih edilmelidir [39].

1.1.5.1. Fiziksel Aritim

Fiziksel aritma atik su igerisinde bulunan yiizer maddeler ile kendiliginden ¢okebilen
kat1 maddelerin giderilmesi amaciyla yapilir. Bu amagla kullanilan ekipmanlar:
1zgara ve elekler, kum ve yag tutuculardir. Deterjan gideriminde fiziksel aritim
yontemlerden en yaygin kullanilani flotasyon yontemidir. Bu yontem endiistriyel atik
sulari icinde bulunan yag zerreciklerinin atik suya katilan koagiilant maddeler
tarafindan adsorplanmasi ve bunlarin hava kabarciklariyla su yiizeyine tasmmasi
ilkesine dayanir (Sekil 1.16). Flotasyon isleminin baslangicinda atik su, karistiriciya
almir. Burada dolanim suyu koagiilantla (AL(SO4)’¢ozeltisi) karistirilir. Karisimin
pH degerine bakilir. Endiistriyel atik sular, karistiricidan sonra basing diisiiriiciilerden
gecirilir ve flotasyon tanklarina gonderilir. Burada atik su i¢inde hava kabarciklar1 ve

kopiik olusur. Yag zerrecikleri kopiik i¢cinde tutulur ve hava kabarciklariyla birlikte
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su yliziine yiikselerek yiizeyde birikir. Bu birikinti, kdpilik styiricilariyla styrilarak
ortamdan uzaklastirilir. Tank tabaninda biriken yagli ¢okelti ise, pompa istasyonuna

gider. Doyurulan ¢camur, pompalarla kurutma yataklarina gonderilir [40].

Sekil 1.16. Endiistriyel flotasyon iglemi [41]

1.1.5.2. Kimyasal Aritim

Kimyasal aritma sistemleri suda ¢oziinmiis veya askida halde bulunan maddelerin
fiziksel durumunu degistirerek c¢Okelmelerini saglamak tiizere uygulanan aritma
teknigidir. Kimyasal aritma isleminde, uygun pH degerinde atik suya kimyasal
maddeler ilave edilmesi sonucu, ¢oktiiriilmek istenen maddeler ¢okeltilerek ¢camur
halinde sudan ayrilir. Bu yontemde deterjan gideriminde etkili sistemler flokiilasyon
ve koagiilasyondur. Flokiilasyon atik suyun uygun hizda karistirilmasi sonucunda
koagiilasyon iglemi ile olusturulmus kii¢iik taneciklerin, birbiriyle birlesmesi ve
kolay ¢okebilecek taneciklerin olusturulmasi islemidir (Sekil 1.17). Koagiilasyon ise
koagiilant maddelerin uygun pH da atik suya ilave edilmesi ile atik suyun
biinyesindeki kolloidal ve askida kati maddelerle birleserek flok olusturmaya hazir

hale gelmesi islemidir [40].
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Sekil 1.17. Endiistriyel koagiilasyon iglemi [42]

1.1.5.3. Biyolojik Aritim

Biyolojik aritma sistemlerinde ortamin anaerobik ve aerobik olmasi durumlarinda
sivi fazdaki fosfat konsantrasyonu degismektedir. Anaerobik sartlarda sivi fazda
fosfat konsantrasyonu yiikselmekte ve organizmalar ortama fosfat vermektedirler.
Aerobik sartlarda sivi fazdaki fosfat organizmalar tarafindan tutularak fosfat
konsantrasyonu azalmaktadir. Biyolojik islemin esas amaci suda ¢Oziinmiis olan
organik maddeleri bakteri etkisiyle karbondioksit haline getirerek sudan
uzaklastirmaktir. Bu islemden sonra atik su, kirleticilerin biiylik bir kismindan
kurtarilmistir. Klorlama veya bagka bir madde ile dezenfeksiyondan sonra cevre
sularma verilebilir. Eger daha fazla bir aritma isteniyorsa tigiinciil adi verilen fiziksel,
kimyasal ve fizikokimyasal yOntemlerden olusan ileri bir aritma yontemi
uygulanmalidir. Biyolojik aritma yonteminin uygulanmasinda, atik sularmn gerekli
organik maddeyi bulundurmas1 ve suda agir metaller gibi biyolojik aritmaya zararl
madde bulunmamasi istenir. Biyolojik aritma, kullanilmis sudaki organik maddelerin
mikroorganizmalar tarafindan besin ve enerji kaynagi olarak kullanilmasi esasmna
dayanir. Bu kullanim aninda organik maddelerin bir kismi enerjiye doniistiiriiliirken
diger kismi hiicre icin gerekli maddelerin sentezinde kullamilir. Kullanilmis suda
gelisen ve aritmada 6nemli olan baslica organizmalar: bakteriler, mantarlar, algler,
protozoalar, rotiferler, kabuklular ve viriislerdir. Organizmalar, oksijenin kullanimima

gore iki ana gruba ayrilir: Birinci grup molekiiler oksijenden yararlanan ve oksijen
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bulunan yerlerde yasayabilen aerobik organizmalar, digeri oksijenin bulunmadigi
yerlerde yasayan anaerobik organizmalardir. Buna bagli olarak aritma da aerobik ve

anaerobik sistemlerde yapilir [43].

Kimyasal ve biyolojik aritim birlikte kullanildiginda fosfor giderme ydnteminde
kimyasal ¢okeltme islemi, 6n ¢okeltme, biyolojik aritim sirasinda ve son ¢okeltme
seklinde gerceklestirilebilmektedir. On ¢okeltmeden sonra, organik maddeleri
giderebilen bir biyolojik aritma basamagi bulunmaktadir [44]. Acinetobacter aktif
camur prosesleri icerisinde fosfat gideren mikroorganizma olarak bilinmektedir [45].
Biyolojik aritimdan sonraki kimyasal aritimda, aktif c¢amur sistemindeki
havalandirma tanki flokiilasyon ve kimyasal ¢okeltme tanki olarak kullanilmaktadir.
Burada havalandirma sistemi suyun karigsmasim1i da saglamaktadir. Ancak, bu
sistemde havalandirmanin ¢ok hizli olmasi sebebiyle kimyasal floklarin
parcalanarak, aktif camur ¢ikis suyunda bulunmasi ve ardindan gelen ¢Oktiirme
iinitesinde sudan ayrilmas1 miimkiin olmayan, dagilmis yumaklarin suda kalmasi gibi
bir problem ortaya cikacaktir. On ¢okeltme ve son ¢okeltmede koagiilasyon-
flokiilasyon ve coktiirme birimleri ayr1 bir sistem olarak olusturulmasi ile daha
verimli fosfat giderimi gergeklesebilecektir. Kimyasal aritim ikincil biyolojik aritimi

takip eden tigiinciil aritim olarak da kullanilabilmektedir [46].

1.1.6. Deterjanlarin Biyodegradasyonu

Kendi i¢inde bir dengeye ulasmis olan g¢evre, tabiatina uymayan etkiler karsisinda
etkilenmekte, tekrar dengeye ulasmak i¢in yeni davraniglarla (bakteri, enzim
ireterek) kirlilik faktorlerine cevap vermektedir. Mikroorganizmalar bozulan cevre
sartlarma uyum saglamada ¢ok hizli davranabilmektedir. Gelismis organizmalarda
bozulan ¢evre sartlarina uyum daha uzun zamanda saglanabilmektedir. Temizlik ve
yikama maddesi olarak kullanilan deterjanlar i¢in de ayni durum gegerlidir.
Biyodegradasyon, mikroorganizmalarin farkli kirleticileri karbon kaynagi olarak
kulland1g1 kimyasal olaylardir. Deterjanlar baz1 mikroorganizmalar tarafindan karbon
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Sudaki mikroorganizmalarin bazilar1 deterjanlara

adapte olmus, bazilar1 ise olamamistir. Ancak uygun sicaklik kosullarinda
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degradasyonun tamamlanabilmesi i¢in uygun bir zamana gereksinim vardir. Eskiden
kullanilan tetrapropilen benzen siilfonat % 30 oraninda degradasyona ugrarken,
gilinlimiizde kullanilan deterjanlar % 90 oraninda degradasyona ugramaktadir [2].

Biyodegradasyondan sorumlu faktorler;

e deterjan aktif madde sayisi,

e mevcut mikroorganizmalarin adaptasyon dereceleri ve tabiatlari,
e deterjan konsantrasyonu,

* pH,

e sicaklik,

e ctkilenme siiresi,

e ortamin havalandirilmasi,

Organik madde konsantrasyonunun onemli olmasinin nedeni biyodegradasyonu
kolaylastirmasidir. Bu ortamda mikroorganizmalar hizli bir sekilde cogalirlar ve
biyokiitle artar. Bununla birlikte ortamdaki isteklerine gore besinleri kullanirlar.
Bir¢ok mikroorganizma tiirliniin anyonik deterjanlar1 kuvvetlice absorbladig1 dikkate
almirsa, anyonik deterjanlarin bulunan degerlerine hem biyodegradasyon hem de
deterjan-protein etkilesmesi sonucunda absorbsiyonun etkili olmasi beklenmelidir
[2]. Anyonik deterjanlar1 degrade eden bir¢ok bakteri vardir, fakat bu bakterilerden
gram negatif bakterilerin, gram pozitif bakterilere kiyasla anyonik deterjana karsi
daha toleransl olduklar1 gézlemlenmistir. Bunun nedeni gram negatif bakterilerin
sahip oldugu lipopolisakkarid adi verilen dis zarlar1 gram pozitif bakterilere gore

toksik maddelere karsi direngli olmasidir [47].

Yiizey aktif maddelere direncli olan bakterilere yasamlarini siirdiirebilme yetenegini
veren sdsA genidir [48]. Ozellikle Pseudomonas cinsi bakterilerin biyodegradasyon
yetenegini saglayan gen bolgesi sdsA’dir. sdsA geni Pseudomans tirii bakterilerinde
alkilsiilfataz veya alkilsiilfathidrolaz enzimini kodlar. Pseudomonas tirii bakterileri
sdsA geni araciligiyla deterjanlarin hammaddelerinden biri olan SDS’in gii¢lii siilfat
esterlerini denatiire ederek ortamdaki karbonu en aza indirgenmesini saglar. sdsA
geninin kodladig: alkil siilfataz, metallo-p-laktamaz ailesindeki siilfatazlarin ti¢lincii

sinifina ait bir enzimdir (Sekil 1.18).
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Sekil 1.18. Alkil siilfataz proteininin {i¢ boyutlu yapisi [49]

Jovcic ve arkadaglarmmin [48] yaptiklar1 ¢alismada, alkil siilfataz enzimi ve alkil
siilfataz regiilator genleri kodlayan LysR ailesi (sdsB) bu sustan klonlanmis ve gen
dizisi belirlenmistir. sdsA gen homologlar1 P. aeruginosa PAO1 ve P. putida
KT2440 suslarinda tespit edilmistir. SDS’in parcalanmasma bagli olarak alkil
siilfataz aktivitesi, P. mendocina PM2 susunda yiiksek, P. alcaligenes JN2 susunda
disik gozlenmistir. Bu izolatlarda bulunan alkil siilfataz enzimi ilk kez tespit
edilmistir. Alkil siilfat ester metabolizmasina sahip bakteriler genellikle alkil
siilfatazlar1 ¢coklu lireme yetenegine sahiptir. Pseudomonas C12B susunun bes, P.
putida FLA susunun alt1 ve Pseudomonas DESI susunun ise dort enzim tretebildigi

belirtilmistir [50-52].

Alkil stilfataz enzimleri, alkil siilfat esterlerin degradasyonunu baglatir ve ester
baginmn hidrolizini katalizleyip inorganik siilfatin serbest kalmasmi saglar.
Endiistriyel bilesiklerin biyolojik olarak parcalanmasinda Pseudomonas cinsine ait
tiirler ¢ok 1yi olarak bilinmektedir. Ayrica, bu izolatlar alkil siilfataz enzim aktivitesi
ile SDS’i enerji ve karbon kaynagi olarak kullanabilmektedirler. Yiizey aktif
maddelerin degradasyonunda en ¢ok calisilan bakteri Pseudomanas tiriidiir [53].
Thomas ve White yaptiklar1 [54] calismada Pseudomonas tiirii C12B bakterisinde
SDS biyodegradasyonu {lizerine detayli bir ¢alisma yapmuslardir (Sekil 1.19). Bu
calismada ama¢ SDS’deki C atomlarini radyoaktif 1s1ma yapan 14 C atomu ile

isaretleyip radyoaktif 1s1ma teknigi kullanarak SDS biyodegradayonunun yol
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haritasini ¢ikarmak amaglanmistir. Radyoaktif 1ig1malar sonucunda, bakteri tarafindan
SDS biyodegradasyonu 1-dodecanol ile baslaylp birincil alkil siilfatazi
aktiflestirdiginde, birincil alkol dehidrogenazin ortaya ¢ikmasiyla 1-dodecanoic asit
olustugu belirlenmistir. Olusan iirtinler bakteri metabolizmasina —oksidasyon yolu ile

katildig1 gézlemlenmistir.

Q0
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Tetradecanoic acid /vav\')J\OH \
Elongasyon/ Fosfolipit
desafiirasyon /
€14, C16, C18 Doymus ve Doymamg Yag
Asitleri

Sekil 1.19. SDS degradasyon mekanizmasi [54]

Pseudomonas tiri ATCC19151 susunun, tek karbon kaynagi olarak SDS’i
kullanarak  biiylime  yetene§ine sahip oldugu  gosterilmistir.  SDS’in
biyodegradasyonu iizerine molekiiler caligmalar ilk kez Davison ve arkadaslar1 [55]

tarafindan yapilmistir.

Scott ve Jones [56] yaptiklar1 ¢calismada, yiizey aktif maddelerin ¢evrede yarattigi
kontaminasyonlar1 gozden gecirmislerdir. Bugiin kullanilan iki ana surfaktan LAS ve
alkil fenol etoksilat (APE)’nin atik su aritma tesislerinde kismen aerobik

degradasyona ugradigini, kismen de atik sulu ¢gamur adsorbe edildikten sonra araziye
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uygulandigini, topraga sulu ¢camurun uygulanmasiyla birlikte surfaktan diizeyinin 0-3
mg kg™ araliginda olabilecegini, APE’nin iiriinlerin bozulmasimnda az da olsa toksisite
gosterdigini, ayrica erkeklerde sperm sayisinin azalmasiyla ve kanserojen etkilerle de
baglant1 olabilecegini, sonu¢ olarak anyonik yiizey aktif maddelerin yaygin olarak
kullanim1 ciddi oranda risk olusturmazken, katyonik yiizey aktiflerin ¢ok daha toksik
oldugunu ve katyonik deterjanlarin degradasyonu ile ilgili bilgi eksikligi oldugunu

belirtmislerdir.

Cin Dong Hu goliindeki LAS’in degradasyonunda mikrobiyal populasyonun
biliytikligliniin etkileri arastirilmistir [57]. Calismada LAS oranlar1 arasinda
korelasyonu bulmak, g6l suyunda baslangigctaki bakteriyal populasyonun
biliytikligiinii bulmak amaclanmistir. Sonu¢ olarak test ortaminda mikrobiyal
populasyonun biiytikliigiiniin, LAS degradasyon oranini etkiledigi saptanmistir. LAS
ve SDS’i degrade eden bazi bakteri cinsleri: Spongia, Phanerochaete, Parvibaculum,
Comamonas, Pseudomonas, Acinetobacter, Pantoea ve Stenotrophomonas olarak

bulunmustur [58].

1.1.7. Deterjan Degradasyonu Yapan Bakterilerin Molekiiler Yontemlerle

Tanimlanmasi

Farkli habitatlardan izole edilen deterjan degrade eden bakterilerle ilgili smirli
calisma bulunmaktadir ve Kizilirmak’ta deterjan degradasyonu yapan bakteri
populasyonu hakkinda mevcut bilgi bulunmamaktadir. Geleneksel mikrobiyolojik
metodlar, tam olarak mikrobiyal ¢esitliligi ¢aligmak i¢in uygun degildir. Bakterilerin
identifikasyonu ve karakterizasyonunda molekiiler tekniklerin kullanilmasi bir¢ok
avantaj saglar. Tekrarlanabilir ve duyarligmin yanisira hizli sonu¢ verir. Diger
taraftan, molekiiler teknikler arastiricinin mikroorganizmalar1 kiiltiire almadan
mikrobiyal komiinitenin islev ve yapisin1 daha dogru bir sekilde incelemesine imkan

verir [59] .

Farkli cevrelerde mikrobiyal ¢esitliligin identifikasyonunda kullanilan molekiiler

tekniklerin hizli ve etkili oldugu goriilmektedir. Genetik ¢esitlilik, organizmalarin
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biyolojik cesitliliginde kesin bilgi saglayan DNA veya RNA’larinin bazi1 benzersiz
kisimlar1 ile organizmalar tanimlanabilmektedir [60]. Diger taraftan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve 16S rDNA analizi gibi niikleik asit teknolojisindeki son
gelismeler, bakterilerin genotip analizleri i¢in yeni metodlarm kullanilmasina yol
agmustir. 16S rDNA karsilastirmali  analizleri, son derece korunmus dizilerin
degisken dizi bolgeleri ile ice oldugunu gostermektedir. Degisken bdlgelerin
analizleri, degisken filogenetik ve evrimsel iligskilerin belirlenmesine izin
vermektedir [61]. Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda korunmus ya da degisken
olan bolgeler PZR ile DNA amplifikasyonuna yonelik primer icin hedef olarak
kullanilabilmektedir. Geleneksel mikrobiyolojik metodlar, tam olarak mikrobiyal
cesitliligi c¢aligmak icin uygun degildir. Bakterilerin identifikasyonu ve

karakterizasyonunda molekiiler tekniklerin kullanilmasi bir¢cok avantaj saglar [59].

1.1.7.1. PZR

PZR teknigi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 6zgiil bolgelerin primerler
araciligr ile amplifikasyonunu saglayan basit ama ¢ok basarili bir in vitro DNA
sentezi yontemidir (Sekil 1.20). PZR ile hiicre igerisinde meydana gelen dogal DNA
replikasyonu bir tiip igerisinde taklit edilerek gergeklestirilmektedir. Hiicre icerisinde
DNA replikasyonunun gergeklesebilmesi i¢in bir kismi enzim 6zelligi tasiyan bir¢ok
proteinin gorev yaptigi bilinmektedir. PZR tekniginde, replikasyonun baslayabilmesi
icin gerekli olan iki DNA zincirinin birbirinden ayrilmasi, ortam sicakligini 94°C’ye
kadar yiikseltilmesi ve boylece iki zincir arasindaki hidrojen baglarinin kirilmasi ile
saglanabilmektedir. Canli bir hiicrede DNA zincirlerinin ayrilma islemi ise, bu
hiicrenin optimum gelisme sicakliginda ve bu amagla gorev yapan yardimci
proteinlerin sayesinde gerceklesmektedir. Hiicre i¢i replikasyonun baslamasmda bir
baska Onemli olay primaz adi verilen enzim tarafindan genellikle 12 niikleotit
uzunlugunda, replikasyonun baslayacagi bolgede, bir RNA primerinin yapilmasidir.
DNA polimeraz bu primere baglanip, 3’ ucuna niikleotidleri ekleyerek DNA
sentezini gerceklestirmektedir. PZR’de ise replikasyonun baslatilacagr bdlgeye
O0zgiin olarak baglanan primerler, reaksiyon karisimimin igerisine Onceden

eklenmekte ve DNA sentezi termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde
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edilen sicakliga direngli Taq DNA  polimeraz  enzimi tarafindan
gerceklestirilmektedir. PZR tekniginde temel ii¢c basamak bir dongiiyili olusturur. Bu
dongii genelde 25-35 kez tekrarlanir ve her tekrarlaniginda iki primer arasinda kalan
0zgiin DNA parcasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmis olur. Baslangicta

DNA molekiil sayisi, PZR isleminin ka¢ dongii sonunda bitirilecegini belirler [62].

Dédngii 1

Denatiirasyon @ 5

Primerin eslesmesi €

Primerin uzamas: €

Sekil 1.20. PZR asamalar1 [63]

Bir PZR uygulamasinda n sayida dongii varsa, ortamda maksimum 2 sayida
cogaltilmis DNA beklenir. Bu dongiiler sonunda elde edilen PZR iiriinlerinin
tanimlanmasinda siklikla kullanilan yontem agaroz jel elektroforezidir. Elde edilen
irlinler agaroz jel kullanilarak elektroforezle ayristirilir ve DNA zincirleri etidyum
bromiir ile boyanarak ultraviyole 151k kaynaginda floresans vererek goriiniir hale
getirilir. Agaroz jel elektroforezinde, jel hazirligindaki agaroz derisimi DNA

molekiillerinin yiirtimesini etkileyen dnemli bir faktor olarak gosterilmektedir [62].
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1.1.7.2. PZR Primerlerinin Tasarimi

Basarili bir PZR i¢in en kritik parametre primerlerin tasarimidir. Gen ¢ogaltilmasi

dahil PZR’nin bir¢ok uygulamasi i¢cin kalip DNA ya tamamen tamamlayic1 olan

primerlere gereksinim vardir (Sekil 1.21). Genel olarak kullanilan kalip ile ytliksek

oranda baglanma saglamak iizere primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir. Primer

tasarim1 yapilirken ¢ogaltilmasi istenen DNA dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen

kisimlar dikkate alinir. Bu bolgelere tamamlayici olan primerler tasarlanir [64].

Primerler tasarlanirken cesitli parametrelere dikkat edilmelidir. En kritikleri,

Konum: Primerlerin kalip DNA iizerindeki konumlari, yapilacak uygulamaya
gore secilmelidir. Ancak her durumda cogaltilmak istenen yerleri ve ters

primerlerin arasinda olmalidir [64].

Amplikon biyiikliigii: Amplikonlar genel olarak 100 ile 1000 baz ¢ifti
uzunlugunda olsa da, amplikon biiyiikliigli bu rakamlarla smirli degildir. 1000
baz ciftinden biiyiik amplikonlarda bir takim zorluklar karsilasabilinirse de,
cok daha uzun bdlgelerin PZR’mi1 yapmak miimkiindiir. 100 baz ¢iftinden
kiiciik amplikonlar olusturmakta miimkiindiir, gercekte kiiclik amplikonun
getirdigi bir dezavantaj olmadig i¢in sadece primerlerden olusan amplikonlar
olusturmak ta miimkiindiir. Primerlerin konumu amplikonun biiylkligiini
belirleyecegi icin, amplikonlar biiyiikligii de yapilacak uygulamaya gore

belirlenmelidir denilebilir [64].

G/C miktar1 ve poliprimidin (T, C) ve polipurin (A, G) uzamalar1: Primerlerin
baz kompozisyonu % 45 ile % 55 aras1 GC tasityacak sekilde olmalidir.
Primer sekans1 6zel olmayan baglantilar1 arttiracak poli G ve poli C uzamalar1
olmayacak sekilde secilmelidir. Primer-hedef kompleksinde gevsemeye yol
acacak Poli A ve poli T uzantilarindan da ka¢milmalidir. Bu amplifikasyonun
verimini diistirebilir. Polipirimidin (T, C) ve polipurin (A, G) uzantilarindan
da kagmilmalidir. Ideal olarak bir primer % 50 GC icerik tastyan ve yaklasik
20 bp uzunlugunda niikleotidlerin rastgele karisimina sahiptir. Bu yap1 erime

sicakligi Tm’y1 56-62°C’lik aralikta tutar [62].
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ATTCACC TATTGGC

—
ATTCACC GCCAATA
ATTCACC TATTGGC

5

Forward pricnes —} f—* Reverse prenes
ATTCACC GCCAATA

Sekil 1.21. Forward 5°- 3’ ve reverse 5°- 3’ primerleri [65]

3’-u¢ sekansi: 3’ terminal pozisyonu yanlis baglanmayi kontrol i¢in cok
onemlidir. Diger bir degisken primerlerin 3’ ucuna G ve C bazlarinin
eklenmesidir. Bu GC kiskact G/C niikleotidlerinin daha kuvvetli hidrojen
baglarla baglanmasi nedeni ile 3’ ucun sonuna dogru baglanmayr garanti
eder. Bu ayn1 zamanda primer-hedef kompleksinde gevsemelere baglh olarak
reaksiyon hizinin yavaslamasinin Oniine gecerek siire kaybini azaltir ve

reaksiyon verimini arttirir [64].

Erime sicakligi: Bir DNA dizisinin erime sicakligi, dizinin yarisinin ¢ift
zincir yarisinin tek zincir oldugu sicaklik olarak tanimlanabilir. PZR’da
kullanilacak primerlerin erime sicaklig1 i¢in kesin bir rakam verilememek ile
birlikte, dikkat edilmesi gereken durumlar ise primerlerin DNA’ya
baglanabildigi sicaklikta DNA polimerazin aktif olmasi ve iki primerinde

erime sicakliklarinin ayn1 veya ¢ok yakin olmasidir [62].
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Tamamlayic1 primer sekanslari: Primerler 3 bazdan daha fazla i¢ primer
homolojisine sahip olmayacak sekilde dizayn edilmelidir. Primerler kendi
icinde homolojiye sahip olursa, “snap back” veya “hairpin” (sa¢ tokas1) tabir
edilen, primerin homolog sekanslar1 sebebiyle kendi lizerine katlanarak cift
zincir olusturmasi goriilebilir. Primerlerin sa¢ tokasi yapisi olusturmamalari
gerekmektedir, ¢iinkii bu yapidaki primerin, kalip DNA {izerine melezlenerek
(hybridization) polimerizasyonu baslatma verimliligi diisiiktiir. Ayn1 zamanda
sayet sa¢ tokasi yapisinda 3’ucu eslenik bolge i¢indeyse ve 5° ug fazlaligi
varsa, polimerizasyon sa¢ tokasi iizerinde gerceklesecegi icin primerin dizisi

bozulacak ve hi¢ verim alinamayacaktir [64].

Primer-dimer’leri: iki primer icinde birbirini eslenik bdlgelerin olmasmdan
dolayi, primerlerin birbirleri iizerine melezlenerek baglanmalar1 ile olusan
yapilardir. Primerlerin dimer olusturmamalar1 gerekmektedir, ¢iinkii bu
yapidaki primerlerin, kalip DNA {izerine melezlenerek polimerizasyonu
baslatma verimliligi diistiktiir. Ayn1 zamanda sayet primer dimer yapisinda 3’
ucu eslenik bdlge i¢indeyse ve 5’uc fazlaligi varsa, polimerizasyon primer
dimer tizerinde gerceklesecegi icin primerin dizisi bozulacak ve hi¢ verim

almamayacaktir [62].

Primer hassasiyeti: Primer uzunluguna baghdir. 24 bazlik 6zgiin oligo
sekanslar1 15 bazlik oligo sekanslarindan daha hassastir. Primerler kismi
olarak c¢ogaltilicak hedef DNA i¢inde 0zgiin bir sekans tasiyacak bi¢cimde
tasarlanmalidir. Tekrarlanan sekanslar iceren primer ile genomik DNA
cogaltilmast bulaniklik ile sonuglanacaktir (birden fazla iriin tiirii). Ancak
ayni primer, genomik kiitliphaneden tek bir klon ¢ogaltildiginda net, tek bir
bant verebilir. Taq polimeraz genis bir sicaklik araliginda aktif oldugu i¢in
primer uzamasi diisiik baglanma sicakliklarinda meydana gelebilir. Sicaklik
cok diisiikk oldugunda primer ile 6zgiin olmayan baglanma gerceklesebilir.
Eger 3’ucunda kisa da olsa homoloji varsa polimeraz bu noktadan ¢alismaya
devam eder. Genel olarak 55-72°C arasindaki erime sicakligi en iyi sonucu

verir [64].
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1.1.7.3. 16S rDNA Dizi Analizi

Bakterilerin tanimlanmasi i¢in 1980 yilindan itibaren yontemler gelistirilmeye
baslanmistir. Woese ve arkadaslar1 bakteriler arasindaki filogenetik iligkiyi
belirlemek i¢in genetik kodun degismeyen bolgelerini  kiyaslamiglardir.
Bakterilerdeki bu gen bolgeleri 16S rDNA geni (ribozomun kiiciik alt birimine 6zgi
DNA) ve 23S ve 5S rDNA (biiyiik alt birimler) genleri ve bu genler arasinda yer alan
bolgelerdir [66-67]. 5S rDNA molekiiliiniin 16S rDNA’ya gore (120 baz c¢ifti)
oldukca kii¢ilk olmasi1 ve smirli bilgi tasima kapasitesinden dolay1 tercih
edilmemektedir. 23S rDNA molekiilii, 16S rDNA molekiiliine goére daha fazla
filogenetik acidan bilgi icermesine karsm (3300 baz ¢ifti), 23S rDNA’ya yonelik
caligmalara literatiirde daha az rastlanilmaktadir. Bakterilerin siniflandirilmasinda
yaygin olarak kullanilan gen bolgesi 16S rDNA’dir. 16S rDNA gen bolgesi yaklasik
olarak 1550 bp uzunlugundadir ve hem degisebilen hem de korunmus bolgelerden
olusur [68]. 16S rDNA dizilerinin kiyaslanmasi bakteriler, arkebakteriler ve
okaryotik organizmalar arasindaki filogenetik ve evrimsel yakinligin belirlenmesi
icin kullanilan gii¢lii bir molekiiler aragtir [67-68]. Bu dizilerin BLAST programinda
karsilagtirilarak homolojileri belirlenmektedir [69]. Ayrica 16S rDNA dizileri kiiltiiri
yapilamayan prokaryot tiir ¢esitliliginin ortaya konulmasi ve kiiltiir bagimli olmayan
mikrobiyal komiinitelerin belirlenmesi igin TDNA hedefli problarin tasariminda son
derece avantajlidir. Bu amagla binlerce organizmanin rDNA dizileri belirlenmistir ve

bu bilgiler RDP-II ve BLAST gibi 6zel veri tabanlarinda saklanmaktadir (Sekil 1.22).

Omek DNA izolasyonu 165 rDNA Dizi WVerl analizi
amplifikasyonu
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Sekil 1.22. 16S rDNA sekans analiz yontemi [70]



1.1.7.4. Filogenetik Analiz ve Filogenetik Aga¢c Olusturma

Filogeni kisaca; evrimsel akrabalik iliskisi olarak tanimlanabilir. Filogenetik analiz
ise; mevcut olan karakterlerin degisik kriterler kullanilarak degerlendirilmesi sonucu
taksonlar arasindaki akrabalik iliskilerinin ortaya c¢ikarilmasiyla soy agag¢larinin
olusturulmasidir [71]. Filogenetik agac¢ bir grubun evrimsel tarihinin grafiksel

Ozetidir.

Filogenetik agac; dallanma olaylarinin modelini, bazi durumlarda zamanini ve zaman
araligmi tamimlar, tiirlesme smrasmi kaydeder, hangi taksonlarin yakim ya da uzak
akraba olduklarm1 gosterir. Filogenetik bir agacta; dallar, tiirlerin atasal
populasyonlarinin  zaman igerisindeki durumlarmi gosterir. Diiglimler; bir
populasyonun (taksonun) iki veya daha fazla tiirev populasyona ayrildigi noktalara
denir. Dal uclar1 ise; soyu tiikenmis veya bugiin yasayan tiirleri ifade eder.
Filogenetik agaclar kokli veya koksiiz olabilir (Sekill.23). Koklii Agaglar; inceleme
altindaki soy hattin1 nereden koklendigini tanimladigi i¢in ayrilma olaylarinin agiga
ctkma sirasin1 da ortaya koyarlar [72]. Koksiiz agaglar ise; koklii agaclarin tersine,
tiirler arasindaki iligkiyi ortaya koyar. Fakat, hangi diigiim ya da dallarin tarihte once
veya sonra agiga ciktigina isaret etmez [73]. Agaglardaki dal uzunlugu genellikle

dalda olusmus degisikliklerin (basamaklarin) sayisini belirler [74].

i >_<

Kiksiiz

Kakli Kisklii
Kokl

Sekil 1.23. Filogenetik agac tipleri [75]
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1.1.7.4.1. Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullanilan Yontemler

Gilintimiizde kullanilmakta olan yOntemler temel olarak iki ana baglik altinda

incelenir:

Niikleotid dizisi kullanan metotlar (sequence-based)
e Farklhiliklar1 En Aza indirme Y&ntemi (Maximum Parsimony)
e En Yiiksek Ihtimal Metodu (Maximum Likelihood)

e Bayes Metodu

Uzaklik kullanan metotlar (distance-based)
e Aritmetik Ortalamay1 Kullanan Agirliksiz Cift Grup Metodu
e Komsu Birlestirme Metodu (Neighbour Joining)

1.1.7.4.1.1. Niikleotid Dizisi Kullanan Metotlar (Sequence-Based)

Uzerinde calisilan taksonlar arasindaki degisken, kalitsal ve biri digerinden bagimsiz
her bir 6zellik ya da karakter hangi taksonun hangisiyle yakin akraba oldugu

konusunda bize yardim eder. Bu karakterler; DNA dizisi gibi 6zellikler olabilir [73].

Farkhliklar1 En Aza indirme Yontemi (Maximum Parsimony)

Parsimoni metodu, olas1 bircok filogenetik agaclar arasindan hangi dallanma
modelinin evrimsel tarithi en dogru bi¢cimde yansittigin1 tanimlamada bir yol
gostericidir. Parsimoniye gore olmasi en muhtemel agag, aciga ¢ikmis olan evrimsel
degismenin toplam miktarini en aza indirgeyen agactir [73]. Yani en az farkl olan
birimler, birbirine ¢ok yakin ve en ¢ok benzeyen birimlerdir. Bu nedenle; Parsimoni

(MP), Minimum Evrimsel Metod (parsimoni, tutumluluk) olarak tanimlanabilir.
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Maksimum parsimoni yonteminin dezavantajlari;

e Yiiksek seviye homoplasilerde yanilabilirler.

e Incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile uyumlu bir agag¢ elde etmek igin
gerekli en az mutasyonlarin saptanmasina dayanan bir yontemdir.

e MP analizi ile en iyi sonuglar dizi ¢iftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok giiclii

oldugu ve az sayida dizinin oldugu durumlarda alinir.

En Yiiksek Thtimal Metodu (Maximum Likelihood)

En yiiksek ihtimal metodunda, tiim aga¢ topolojileri degerlendirilir. Neticede, yarisan
agac topolojilerinden en yiiksek gerceklesme olasilig1 olan agac secilir.
Maximum likelihood yonteminin avantajlari;

e Mevcut metodlarin i¢cinde genelde en tutarli olanidir.
e Karakter ve oran analizlerinde kullanilabilirler.
e Sonmiis (hipotetik) atalarin sekanslarini tahmin etmede kullanilabilir.

e Niikleotid, aminoasit sekanslar1 ve diger data tiplerine uygulanabilir.

Biitiin bu avantajlarinin yaninda Maximum Likelihood metodu, basit ve sezgisel
olmayisi, parsimonide oldugu gibi yiiksek seviye homoplasilerde yanilabilmesi ve

parsimoni metoduna gore daha yavas olmasi gibi dezavatanjlara sahiptir [73].

Bayes Metodu

Bayes metodu, temelde maximum likelthood metoduna benzemektedir, ancak
sonraki (posterior) olasilik kullanimi nedeniyle bu yontemden ayrilir. Mevcut
gozlemlere dayanarak gozlenmeyen bir durum hakkinda sonu¢ ¢ikarma prensibine
dayanir. Bu metodta baz alinan “6nceki olasilik” kavrami analiz dncesinde tiim olas1
agac topolojileri i¢in gegerli olan olasilig1 ifade eder. Bu metod giinimiizde ¢ok

yaygin olarak kullanilmaktadir [73].
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1.1.7.4.1.2. Uzakhk (Distance) Metotlar

Mesafe temelli yontemler; dizi hizlanmas1 sonucu elde edilen evrimsel mesafelerle
bir veri matrisi olusturularak daha sonra matristeki mesafe skorlarmna gore tiim
taksonlar i¢cin bir filogenetik aga¢ olusturma esasina dayanmaktadir [73]. Agacin
dallar1 boyunca ortaya ¢ikan degisiklik sayisi diziler arasindaki uzakligi gosterir [74].
Tercih edilen agaclar, taksonlar arasindaki mesafeyi en aza indirgeyen agaclardir
[76]. Bu yontemde kullanilan algoritmalar, kiimelenme temelli veya en iyi durum
(optimum durum) temelli algoritmalar olarak ikiye ayrilirlar. Mesafe temelli
yontemlerden bazilari; aritmetik ortalamayi kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu ve

neighbour- joining yontemleridir [72].

Aritmetik Ortalamay1 Kullanan Agirhksiz Cift Grup Metodu

Bir takson i¢in uzaklik matriksi gézden gegirilirken, en kiigiik uzaklik matriksi baz
almir. Hizli bir yontemdir ve genis data setlerini cabukca analiz edebilir fakat
karakter analizinde kullanilamazlar. Bir atanin iki yavrusunun ayni miktarda
degisime ugradigini (dallarin esit uzunlukta oldugunu) savunmasi gergekci degildir

[73].

Komsu Birlestirme Metodu (Neighbour Joining)

Bu metod igerik olarak “cluster” analizle alakalidir. Ancak, dallar boyunca molekiiler
degisikliklerin esit olmayan oranlar1 i¢in metot izin verir. Analizin her adiminda
uzaklik matriksi, diigiimlerin her ¢ifti arasinda ayarlanan dal uzunluklarmnin net
etkisine sahiptir. Bunun anlami; tiim diger diiglimlerden farkliliktir. Bu yontemde
birtane aga¢ olusturulur ve genis veri kiimelerinin analizi yapilabilir. Fakat tiim olas1

agac topolojileri degerlendirilemez [73].
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1.2. Calismanin Amaci

Bu ¢aligmanm amaci Kirikkale-Kizilirmak’in deterjan kirliligi agisindan durumunun
belirlenmesi, deterjan kirliligi gosteren bdlgelerden aliman su Orneklerinden SDS
degrade eden bakterilerin izole edilmesi, tanimlanmasi, SDS degrade edebilme
potansiyellerinin belirlenmesi ve deterjan kirliligi gosteren yiizey sularinda

remediasyon amagcli olarak kullanilabilirliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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1. MATERYAL VE YONTEM

1.1.  Materyal

2.1.1. Kullamilan Besiyerleri

1.1.1.1. Mineral Salt Medium (MSM) Besiyerinin Hazirlanis1

Mikroorganizma iiretimi i¢in ve izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde
saklanmasi i¢in kullanilmistir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan

once 121°C’de 1 atm basingta otoklavda steril edilmistir.

K;HPO4 15¢g
KH,PO, 35¢g
NH4CI 05¢g
NaCl 05¢g
NaxSOq4 0.14 ¢
MgCl,.6H,0 0.15¢g
Agar 100 g

2.1.1.2. Nutrient Broth (NB) Besiyerinin Hazirlamis

Izole edilen bakterilerin biiyiime egrisi, protein izolasyonu ve DNA izolasyonu
calismalarinda kullanilmistir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce

121°C’de 1 atm basingta otoklavda steril edilmistir.

Bilesimi g/l
Pepton 5.0 g/L
Et oziitii 3.0 g/L
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2.1.1.3. Plate Count Agar Hazirlanisi

Bakteri sayiminda kullanilan inhibitér veya indikator icermeyen genel kati
besiyeridir. Kob sayimi i¢in alinan drneklerin inkiibasyonunda kullanilmistir. Gerekli

miktarda besiyeri 121 °C’de 1 atm basing altinda otoklavda steril edilmistir.

Bilesimi g/L
Tripton 5.0 g/L
Maya 0ziitii 2.5 g/LL
Glukoz 1.0 g/L
Agar 12.0 g/L

2.1.1.4. Deterjan Sanayi Atik Su Orneklerinin Toplanmasi

Deterjan sanayisine ait olan atik su ornegi Ankara Ivedik organize sanayi
bolgesindeki deterjan liretim yapan sanayi kurulusundan temin edilmistir (Sekil 2.1).
Almman atik suyun sterilazyonu i¢in 0.2 upum’luk filtre (Milipor, Almanya)

kullanilmastir.

Sekil 2.1. Calismada kullanilan deterjan sanayi atik su 6rnekleri
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2.1.2. Kullamilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.2.1. Deterjan Stok Cozeltisinin Hazirlanisi

2.1.2.1.1. SDS Cozeltisinin Hazirlanmis1

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

Almanya) ile steril edilmistir.

2.1.2.1.2. Deterjan Standart Cozeltisinin Hazirlamisi

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

tartilarak 1000 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.2.2. NaCl Cézeltisi (SM, 100 mL)

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

2.1.2.3. Metilen Mavisi Stok Cozeltisinin Hazirlanisi1 (S mL)

0.025 g metilen mavisi tartilarak 5 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.2.4. % 70’lik Etanol (100 mL)

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

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.2H,O 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.

2.1.4. Suslarin Tanimlanmasinda Kullanilan Primerler

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

amact ile kullanilan primerler ve 6zellikleri belirtilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Dizi (5'-3") Ozellik Tm (°C) Referans
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Obakteriyal, diiz 48 [77]
1492R ACCTTGTTACGACTT Universal, ters 43 [78]

F, forward; R, reverse
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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 ¢ozelti belirli oranlarda karistirilarak pH 7.0’ye ayarlanmaistir.
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.

2.1.6. Native - PAGE Stok Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Native - PAGE jel elektroforezinde kullanilan stok soliisyonlarinin hazirlanisi

belirtilmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Native - PAGE stok soliisyonlarmin hazirlanisi

Stok soliisyonlari Hazirlamisi

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

Tris-HCI, 1 M 12.1 g Tris tartilarak, 50 mL saf suda ¢oziilmustiir. 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
¢Oziilmiistiir.
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2.1.7. Native - PAGE Cahisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Native - PAGE jel elektroforezi i¢in kullanilan ¢alisma soliisyonlar1 belirtilmistir

(Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Native - PAGE soliisyonlarinin hazirlanisi

Calisma soliisyonlari

Hazirlamisi

Soliisyon A % 30 akrilamid,

% 0,8, bisakrilamid (100 mL)

Soliisyon B (4x) (100 mL)

Soliisyon C (4x) (100 mL)

Amonyum persiilfat % 10’luk (5 mL)

Elektroforez tamponu (1L)

Ornek tamponu (5x) 10 Ml

29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid tartilip saf su

ile 100 mL’ye tamamlanarak ¢ozilmiistiir.

2 M Tris-HCI (pH=8.8) 75 mL, 25 mL saf su

eklenerek hazirlanmustir.

50 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 50 mL saf su

eklenerek hazirlanmustir.

0.5 g amonyum persiilfat tartilip saf su ile 5 mL’ye

tamamlanmustir.

3 g Tris (25uM), 14.4 g glisin (192 mM) tartilarak saf

suile 1 L tamamlanmistir.

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.
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2.1.8. Ayirici Jelin Bilesimi (% 12)

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

Cizelge 2.4. Ayirict jelin hazirlanmasi

Ayiric 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 pL

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 nLL

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.
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2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alami ve Su Orneklerinin Toplanmasi

Kizilirmak, Tiirkiye topraklarindan dogup yine Tiirkiye topraklarindan denize
dokiilen en uzun akarsuyumuzdur. Adini1 akarsu yataginda bulunan, 3. zaman
ortalarinda ¢okelmis kirmizi renkteki kumlu-killi tortudan almaktadir [79]. 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 ulastigi tespit
edilmistir. Kizilirmak Nehri, Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehir, Kirikkale, Ankara,
Cankiri, Corum ve Samsun illerinden gecerken ¢ok sayida dere ve caymn sularmni
toplayarak Bafra Burnu'ndan Karadeniz’e ulasir (Sekil 2.2). Nehir {izerinde 12
onemli baraj vardir. Bunlar sirasiyla; Imranli, Yamula, Bayramhacili, Hirfanli,
Kesikkoprii, Kapulukaya, Bugra, Obruk, Dutludere, Boyabat, Altinkaya ve
Derbent’dir [80].
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Sekil 2.2. Kizilirmak [81]
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Cizelge 2.6. Su orneklerinin alindig1 istasyonlar ve koordinatlari

Bolge No Bolge Ad1 Bolge Koordinatlari
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 Baraji 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 Asagiyazi Kum Ocag1 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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Sekil 2.3. Su 6rnegi alinan istasyonlarin Google Earth goriintiisii [81]
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2.2.2. Su Oneklerinde MBAS Yéntemiyle Deterjan Analizi

Bu tez kapsaminda Kirikkale il simirlari igerisinden gecen Kizilirmak’m 12 farkh
bolgesinden 2014 yili boyunca {iger aylik periyotlar ile alinan su 6rneklerinde SDS
konsantrasyonlar1 arastirilmigtir. Almman su Orneklerindeki SDS  miktarinin
belirlenmesi amaciyla Metilen Mavisi Aktif Maddeleri (MBAS) anyonik deterjan
tayin yontemi kullamilmistir. Bu yontem metilen mavisinin anyonik yiizey aktif
maddelerle reaksiyonu sonucu olusan mavi renkli tuzun kloroformda ¢oziilmesiyle
spektrofotometrik olarak Olglimiine dayanir [82]. Metilen mavisi % 0.5 oraninda
distile suda ¢oziilerek bir stok boya ¢dzeltisi 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. Santrifiij sonrasi olusan iki fazin karismamasi i¢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
yararlanilarak belirlenmistir. Sonuglar mg/L olarak verilmistir. Ayrica toplanan su

orneklerinde pH ve sicaklik degerlerine bakilmustir.

2.2.3. SDS Degrade Eden Bakterilerin izolasyonu

SDS degrade eden bakterilerin se¢imi i¢in karbon kaynagi olarak 1.5 mM SDS ve
KH,PO4 3.5 g/L, KbHPO4 1.5 g/L, NH4Cl1 0.5 g/L, NaCl 0.5 g/L, Na,SO,4 0.14 g/L,
MgCl.6H,O 0.15 g/L igeren MSM siv1 besiyeri (pH 7.1) kullanilmistir. 12 farkh
bolgeden alinan su ornekleri % 5 oraninda besiyerine inokiile edilip ve ekim sonrasi
erlenler 30°C 0.15 g’de inkiibe edilmistir. 24 saat sonra siv1 kiiltiirden 1.5 mM SDS
iceren ve % 2 agar ile hazirlanmis olan MSM ortamlarma ekim yapilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda petriler, ortamdaki iireme ¢esidi bakimimdan

incelenmistir. Segici ortamdan izole edilen farkli koloniler saflastrma igin ayni
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ortamda tekrar kiiltiire edilmistir [83]. Kat1 besiyerinde biiylitiilen saf suslarin koloni

morfolojisi ve gram 6zellikleri incelenmistir.

2.2.4. Maksimum Tolere Edilebilen SDS Konsantrasyon (MTK) Degerlerinin

Belirlenmesi

SDS degrade eden suslarmm MTK degerleri, petrilerde koloni goériilmeyene kadar
MSM agar plaginda her giin 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 suslarmn 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 olgtimleri
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 i¢in deterjan sanayi atik su drnekleri (100 mL) 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 Olciilmiistiir. Elde edilen OD degerleri ile iireme egrileri ¢ikarimistir.
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2.2.7. Koloni Olusturan Birim Sayim (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 [80].

2.2.8. SDS Degradasyon Oranlarinin Belirlenmesi

Her bir sus i¢in gecelik kiiltiirlerden 100 pL alimarak SDS iceren MSM sivi
besiyerine ekim yapilmistir. 6 saatte bir 1 mL 6rnek alinip MBAS anyonik deterjan

tayin yontemi kullanilarak SDS degradasyon miktar1 belirlenmistir.

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
yapilmigtir. 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 karistirilmistir, % 95°lik etanol ekleyip vortekslenmistir. Yeni
tiiplere almarak 1 dk 7 g’de santrifiij edilmistir. Ornek iizerine 500 pL yikama
solusyonu 1 eklenmis ve karistirilip 1 dk 7 g’de santrifiij edilmistir. Siipernatant
tekrar yeni tiipe almip 500 pL yikama solusyonu eklenip 3 dk 15 g’desantrifiij
edilmistir. Son olarak 200 pL Elution Solution eklenmis 5 dk bekletilip 15 g’de 1dk
santrifiij edilmistir ve -20°C’de saklanmistir [56].
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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’[77] ve
1492 R primer: 5'-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3°[78] kullanilmistir. Primerlerin Tm o6zellikleri 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 puL (2.5 U) Tag DNA polimeraz karistirilip pipetaj yapilmstir.
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
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 [84].

2.2.11. PZR Amplikonlarinin Saflastirilmasi

PZR iirtinleri Thermo Scientific GeneJET PZR Purification Kit (Thermo Scientific,
ABD) ile saflastirilmistir. Eppendorf tiiplerinin i¢inde bulunan PZR {iriinlerinin
lizerine 1:1'lik bir hacimde Binding Buffer eklenmistir. Iyice karistirilip ¢dziimiin
rengini kontrol edilmistir. Sar1 renk DNA baglayict i¢in optimum pH’1
gostermektedir. Cozeltinin rengi turuncu ya da mor olursa, 10 uL 3 M sodyum asetat
(pH 5.2) ¢ozeltisi ilave edilmelidir. Karisimin rengi tekrar sartya donecektir. Karisim
filtreli tiipe alinip 1 dk 1.25 g’de santrifiij edilmistir. Daha sonra filtrelerin tam
ortasna 700 pL. Wash Buffer konulmustur. Tekrardan 1 dk 1.25 g’de santrifiij
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edilmistir. PZR fdirtinleri filtre iizerinde tutulmustur. Altta toplanan sivi dokiiliip
tekrardan 1.25 g’de 1 dk santriftij edilmistir. Kolon filtresinin alt kismina steril
eppendorf yerlestirilmis ve iizerine 50 uL Elution Buffer ilave edilmistir. 1 dk 1.25
g’de santrifiij edilmistir. Kolon filtresi atilmis ve saflastirilan PZR {iriinleri

eppendorfta toplanmistir.

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

Analizlerin Yapilmasi

Izole edilen bakterilerin PZR iiriinlerinin 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¢gin PZR, 16S rDNA sekanslar1 gen
bankasindan 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
dizileri hizalanmistir [85]. Komsu-baglant1 metodu ile soy agaclar1 ¢izilmistir ve
olusturulan soy agaclar1 ile izolatlarmm birbirleriyle yakinlik dereceleri ortaya

konulmustur.

2.2.13. Primer Tasarimlan ve sdsA Gen Analizlerinin Yapilmasi

2.2.13.1. sdsA Geni 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 araciligiyla hizalanarak dizilerin ortak bdlgeleri

belirlenmistir ve Vector NTI Express (Lifetechnologies, ABD) programi ile primer

tasarimi yapilmastur.
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2.2.13.2. sdsA Gen Analizlerinin Yapilmasi

Suslarda sdsA geni analizi yapmak i¢in Shahbazi ve arkadaslar1 [83], Chatuverdi ve
Kumar [86] arkadaslarinin belirledigi primer dizileri kullanilmistir. Ayrica NCBI” da
belirlenen dizilerin ortak bolgesi Vector NTI primer tasarim programi araciligiyla
primer elde edilmistir. Bu primerler primer tasarim kurallari g6z Oniinde
bulundurularak en uygun primer se¢cimi yapilmistir. Chatuverdi ve Kumar [86] ‘in
yaptig1 PZR kosullar1 uygulanarak sdsA gen bolgesi ¢ogaltilmistir. PZR sonucunda
elde edilen DNA’larin boyutlar1 50 ve 100 bp’lik marker ile karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

2.2.14. PZR Amplikonlarinin Agaroz Jel Elektroforezi

% 1’lik agaroz jel 50 mL 1x TBE tamponu ile ¢oziildiikten sonra jele 5 pL. Olerup
SSP GelRed Dropper Bottle boya eklenerek hazirlanmistir. Her bir 6rnekten 6 pL
almarak 2 pL 6X Orange Loading Dye ile boyanmistir. DNA 6rnekleri mikropipet
yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Orneklerin molekiiler agirliklarini belirlemek
amaciyla kuyucuklardan birine 3 uL marker DNA O'RangeRuler™ 100 bp DNA
Ladder yiiklenmistir. Aparata jelin lizerini kaplayacak kadar yiirlitme tamponu
eklenmistir. 80 V/cm?® voltaj ve 40 mA amper uygulanarak yaklasik 45 dkda yiiriitme
islemi tamamlanmistir. Jel daha sonra jel goriintiileme cihazi (Gel Logic 2200 Pro
Imaging System, ABD) kullanilarak bantlarin géreceli miktarlarimi belirlemek i¢in

taranmustir [79].

2.2.15. Alkil Siilfataz Enzimi Protein izolasyonu

Izole edilen SDS degrade eden bakterilerin total protein izolasyonu Kishore ve
arkadaslar1 [87] tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. Bakteriler 50 mL NB
besiyerinde 24 saat 30°C’de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi besiyeri, santrifii]
yapilarak uzaklastirilmistir. Pellet tizerine 5 mL distile su eklenerek 2 kez yikama

islemi yapilmistir, st kisim atilmistir. Pellet iizerine 2 mL fosfat tamponu
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eklenmistir ve 10 dk 50 devirde sonikasyon islemi uygulanmistir. 2 g’de 2 dk
santriflij yapildiktan sonra tist kisim temiz tiiplere alinmistir. 75 pLL 6rnek lizerine 75
puL ornek tampon ilave edilmistir. Elektroforez islemi 6ncesinde drnekler 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 dl¢tilmiistiir. Alkil
siilfataz enzim aktivitesinde ilk olarak optimum pH ve sicaklik araliklar:
belirlenmistir. Yaklagsik 0.14 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 0.14 mg/mL
protein ihtiva eden 50 pL hiicre ekstrakti iizerine belli konsantrasyonlar da SDS ve
450 uL 50 mM Tris-HCI ilave edilip 48 saat inkiibe edilmistir. Ortamda kalan SDS
konsantrasyonu MBAS deneyi ile 6l¢tilmiistiir [83].

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 puL % 10’luk amonyum persiilfat (APS), birbirine iyice
karstirildiktan sonra 30 pl. 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 [81].
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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 pL % 10’luk APS birbiri ile 1yici karistirildiktan sonra 20 uL. TEMED
ilave edilmistir. Bu karigim polimerize olan ayirma jelinin tizerindeki biitanol distile
su uzaklastirildiktan sonra aywrma jeli iizerine dokiilmiistiir. Tarak yerlestirilmis ve
polimerize olmasi i¢in bekletilmistir. Polimerizasyonu takiben tarak c¢ikarilmas,
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 [81].

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 [88], fotograflar1 karanlik odada 1s1kl1 beyaz tabla lizerinde ¢ekilmistir.

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 yiiriitiilmistiir.
Hazirlanan 20 mM SDS iizerine 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 damlatilarak bantlarin

belirginlesmesi gozlemlenmistir [86].

62



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 bolgeleri
dikkate alinarak deterjan konsantrasyonunun tiim istasyonlar i¢in Diinya Saglhk
Orgiitii teskilat1 tarafindan belirlenen 1.5 mg/L’nin iizerinde ve nehrin ortalama
deterjan miktarmin ise 4.07 mg/L oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1). Asagiyazi Kum
Ocag1 Mevkii, Mezbahane-MKE Tesisleri Mevkii ve Irmak Mevkii istasyonlar1 bu
tez kapsaminda ele alinmistir. Bu bolgelerin yaz ve bahar ayinda ortalama sicalik
degeri 25°C, ortalama pH 7.5 olup sonbahar ve kis aylarinda ise ortalama sicaklik

degeri 7°C, ortalama pH 7.6 olarak belirlenmistir.

SDE (mg/L)

5-. = /}_ Yaz
6 . 8 / [lkbahar
Bélgel Tog T Ksj
geler 9 0 Sonbahar

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

Edilmesi

Alinan su Orneklerinden belirli konsantrasyonda SDS igeren MSM kat1 besiyerine
ekimler yapilarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda Asagiyazi Kum
Ocag1 Mevkii, Mezbahane-MKE Tesisleri Mevkii ve Irmak Mevkii istasyonlarindan
SDS degrade eden 4 sus izole edilmistir. Izole edilen suslar SDS10 SDS10-1, SDS11
ve SDS12 olarak kodlanmistir ve MTK degerleri sirasiyla 65, 20, 15 ve 55 g/L olarak
belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. SDS degrade edebilen suslar i¢in belirlenen MTK degerleri

SDS (g/L)

Bolge / Sus 05 1 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

10 / SDS10 + + + 4+ 4+ + + + + + - -

T
10/SDS10-1  +
11 /SDS11 +
12 / SDS12 +

+ + 4+ 4| @
+ + o+ o+
+ + o+ o+

m
+
+
+

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

3.3. Bakterilerin Laboratuvar Besi Ortaminda ve Deterjan Sanayisi Atik

Sularinda SDS Degradasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Izole edilmis olan suslarin laboratuvar besi ortaminda ve deterjan sanayisi atik

suyunda SDS degradasyon oranlar1 belirlenmistir.

3.3.1. Deterjan Sanayi Atik Suyunda Kendiliginden Olan SDS Degradasyonu

Deterjan sanayi atik suyu degradasyonunda atik suda bulunan mikroorganizmalar 66.

saat sonunda ortamdaki SDS’1 14.4 mg/L’den 6.4 mg/L’ye diisiirerek % 56 oraninda
degradasyon gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 3.2).

64



1.6 - 16

—#— firzme afrisi
—a— 3D depradasyon afrisi
12 y 12 _
= 08 -2 =
5 2
= =
04 - -4
D T T T T T D
0 12 24 36 48 60 72
zaman (saat)

Sekil 3.2. Deterjan sanayisi atik suyunda kendiliginden olan SDS degradasyonu

3.3.2. SDS10 Kodlu Susun SDS Degradasyon Y eteneginin Belirlenmesi

3.3.2.1. SDS10 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS10 susunun 1 g/L SDS igeren MSM ortaminda 54 saat sonunda 19.5x10"
bakteri, ortamdaki SDS’1 1 g/L’den 0.06 g/L’ye kadar diisiirerek % 93.95 oraninda
degrade ettigi gozlemlenmistir (Sekil 3.3).

30 - 1.2 30 -
_ —&— firzme a3z L -
= —— 3D5 dezradzsyon esmisi =
= 20 # 08 3 z 207 y=o443x-1114
= C o R*=0991
= = E‘ )
“ = #
E 10 L 04 2 10 -
:E —

[:I T T T T T T D D T T T T T 1

0 9 18 27 36 45 34 ] 9 18 27 36 45 54
zaman (saat) zaman (saat)
(@) (b)

Sekil 3.3. SDS10 kodlu susun 1 g/LL SDS i¢ceren MSM ortamindaki SDS degradasyon
orani (a) ve CFU standart egrisi (b)
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3.3.2.2. SDS10 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS10 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda

60 saat sonunda ortamdaki SDS’1, 14.5 mg/L’den 1.9 mg/L’ye kadar diisiirerek %

87 oraninda degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.4).

SDS10 susunun steril olan deterjan sanayi atik su ortaminda 86 saat sonunda

ortamdaki SDS’i, 14.4 mg/L’den 2.7 mg/L’ye kadar diisiirerek % 81 oraninda
degradasyon yaptig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.4).

2 16 2 r 1e
—®— fiseme 25risi 5
ED'E degredasyon efrisi —8— fir=ms =3risi
8 — 5D5 degredasyon eisi 16 - —-—?Daitde::a;a_\'ana?iii
1.6 1 17 : 12 -~
- o~ — i)
= — = -
2 12 Py £ 12 g
: s £ : s =
= 08 = S 08 2
= - - -
04 - 4 0.4 r 4
0 T T T T T + 0 0 — 1T 1 — 11 0
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 84 96
zaman (saat) zaman (saat)
(a) (b)

Sekil 3.4. SDS10 kodlu susun; steril olmayan deterjan sanayi atik suyundaki SDS

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

degradasyon orani (b)
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3.3.3. SDS10-1 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.3.1. SDS10-1 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS10-1 susunun 1 g/L SDS igeren MSM ortaminda 54 saat sonunda 11.3x10"
bakteri, ortamdaki SDS’i 1 g/L’den 0.1 g/L’ye kadar diistirerek % 87.8 oraninda
degrade ettigi gozlemlenmistir (Sekil 3.5).

—
(=]
—
(2]
=
(23]
|

= —B— firame abvisi 2
12 “m— SDS desradasyon ais S 12 1 ¥=0,234x+0,261
. - 0.8 ~ - Fi=0,990
g s E Z s
2 2 5
£ F04 = 5
= 4 4 = 4 -
] - 0 0 T T T T ]
] o 18 27 36 45 54 0 9 18 27 36 43 34
zaman (saat) zaman (saat)
(@) (b)

Sekil 3.5. SDS10-1 kodlu susun 1 g/ SDS igeren MSM ortamindaki SDS
degradasyon orani (a) ve CFU standart egrisi (b)

3.3.3.2. SDS10-1 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda SDS

Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS10-1 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda
48 saat sonunda ortamdaki SDS’i 14.5 mg/L’den 1.6 mg/L’ye kadar diisiirerek % 89
oraninda degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.6).

SDS10-1 susunun steril olan deterjan sanayi atik su ortaminda 72 saat sonunda
ortamdaki SDS’1 14.4 mg/L’den 2.5 mg/L’ye kadar diisiirerek % 83 oraninda
degradasyon yaptig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. SDS10-1 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. SDS11 Kodlu Susun SDS Degradasyon Y eteneginin Belirlenmesi

3.3.4.1. SDS11 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS11 susunun 1 g/L SDS iceren MSM ortaminda 54 saat sonunda 13.2x10"
bakteri, ortamdaki SDS’1 1 g/L’den 0.2 g/L’ye kadar diistirerek % 77.44 oraninda

degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. SDS11 kodlu susun 1 g/L. SDS igeren MSM ortamindaki SDS degradasyon
orani (a) ve CFU standart egrisi (b)

3.3.4.2. SDS11 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS11 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda
54 saat sonunda ortamdaki SDS’1 14.5 mg/L’den 2.2 mg/L’ye kadar diisiirerek % 85
oraninda degrade ettigi belirlenmistir(Sekil 3.8).

SDS11 susunun steril olan deterjan sanayi atik su ortaminda 66 saat sonunda
ortamdaki SDS’1 14.4 mg/L’den 3.3 mg/L’ye kadar distiigii % 77 oraninda
degradasyon yaptig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. SDSI11 kodlu susun; steril olmayan deterjan sanayi atik suyundaki SDS

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

degradasyon orani (b)

3.3.5. SDS12 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.5.1. SDS12 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS12 susunun 1 g/L SDS iceren MSM ortaminda 54 saat sonunda 18.3x10'
bakteri, ortamdaki SDS’1 1 g/L’den 0.2 g/L’ye kadar distirerek % 77.92 oraninda

degrade ettigi gozlemlenmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. SDS12 kodlu susun 1 g/L. SDS igeren MSM ortamindaki SDS degradasyon
orani (a) ve CFU standart egrisi (b)

3.3.5.2. SDS12 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS12 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda
54 saat sonunda ortamdaki SDS’1 14.5 mg/L’den 3.5 mg/L’ye kadar diisiirerek % 76
oraninda degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.10).

SDS12 susunun steril olan deterjan sanayi atik su ortaminda 66 saat sonunda
ortamdaki SDS’i 14.4 mg/L’den 4.2 mg/L’ye kadar diisiirerek % 71 oraninda
degradasyon yaptig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. SDS12 kodlu susun; steril olmayan deterjan sanayi atik suyundaki SDS

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

degradasyon orani (b)

3.4. SDS10 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA bélgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan sonra % 1’°lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir (Sekil 3.11). SDS10 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR {riinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 59°C oldugu belirlenmistir.

M 50°C 51°C 52°C 53°C 54°%C 55°C 56°C 57°C 58°C 59°C 60°C

1500 Ty
p= bk 4 2 A A A  Aad 1

M, Marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.11. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS10 kodlu susa ait PZR

urtinleri
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Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. SDS10
susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iirlinleri gosterilmistir. Spesifik
baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2 mM belirtilmistir (Sekil

3.12).

M 15mM 1.75mM  Z0m) I1Z25mM ISmM

M, Marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.12. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda SDS10 susuna ait PZR iirtinleri

3.4.1. SDS10 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tanimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 1s1¢1nda aga¢ olusturulmustur. Bu ¢alismada veriler MEGA 6 programina veri
olarak yiiklenerek SDS10 kodlu susa en yakin homoloji gdsteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iligki belirlenmistir (Cizelge 3.2.). Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerine gore SDS10 kodlu sus % 96 oraninda Pseudomanas

migulae (accession number KJ937673) ile homoloji gésterdigi saptanmigtir
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Cizelge 3.2. SDS10 kodlu sus i¢in 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gerceklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. SDS10
2. Pseudomonas migulae NBRC 103157 0,036
3. Pseudomonas baetica a390 0,036 0,000
4. Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 0,036 0,000 0,000
5. Pseudomonas migulae CIP 105470 0,036 0,000 0,000 0,000
6. Pseudomonas mandelii NBRC 103147 0,040 0,006 0,006 0,006 0,006
7. Pseudomonas mandelii CIP 105273 0,040 0,006 0,006 0,006 0,006 0,000
8. Pseudomonas jessenii CIP 105274 0,036 0,003 0,003 0,003 0,003 0,009 0,009
9. Pseudomonas lurida P 513/18 0,052 0,018 0,018 0,018 0,018 0,013 0,013 0,018
10. Pseudomonas trivialis P 513/19 0,052 0,018 0,018 0,018 0,018 0,014 0,014 0,021 0,004
11. Pseudomonas lini DLE411] 0,043 0,009 0,009 0,009 0,009 0,003 0,003 0,012 0,014 0,016
12. Thermoleophilum minutum YS-4 0,041 0,005 0,005 0,005 0,005 0,012 0,012 0,008 0,017 0,017 0,009
13. Pseudomonas tremae TO1 0,044 0,010 0,010 0,010 0,010 0,007 0,007 0,013 0,017 0,013 0,009 0,016
14. Pseudomonas brassicacearum 109457 0,044 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,013 0,020 0,018 0,008 0,010 0,010
15.Pseudomonas caricapapayae Robbs -378 0,045 0,012 0,012 0,012 0,012 0,008 0,008 0,014 0,018 0,017 0,010 0,017 0,004 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 istatistiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzakligi
evrimsel akrabaliklarini géstermektedir. Buna gore SDS10 kodlu sus evrimsel agidan

Pseudomanas migulae ile yakm akraba oldugu goriilmiistiir.

_E Pseudomonas mandelli NBRC 103147 ( AB681956 )
Pseudomonas mandelli CIP 105273 ( AF058286)
Pseudomonas lini DLE411J (AY035996)
Pseudomonas tremae TOT ( AJ492826)
— Pseudomonas caricapapayae Robbs ENA-378 ( D34010 )
— Pseudomonas corrugata Slade 939/1 ( D84012)
[— Pseudomonas brassicacearum sn'bsp. neoaurantiaca CIP 109437 { EU391188 )
Thermoleophilum minutum YS-4 (HQ223108 )
Pseudomonas migulae NBRC 103157 ( AB681963 )
Pseudomonas baetica a390 ( FM201274 )
_l—Pseudamnus umsongensis Ps 3-10 ( AF468450 )
Pseudomonas migulne CIP 105470 ( AF074383)
Pseudomonas mohnii IpA-2 ( AM293567 )
Peenidomonas jessenii CIP 105274 ( AF068259 )
SDS10 { KJ937669 )

0o
(0.005, niikleotitler arasindaki fark)

Sekil 3.13. SDS10 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan

dendogram

3.5. SDS10-1 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA bélgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan sonra % 1’lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir (Sekil 3.14). SD10-1 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR iriinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 53°C oldugu belirlenmistir.
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M 50°C 51°C 52°C 53°C S549%C 55°C 569%C 57°C58%C 59°C 60°C

1504 bp =g

— ) e (g gy )

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.14. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS10-1 kodlu susa ait PZR

urtinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. SDS10-1
susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iiriinleri gosterilmistir. Spesifik
baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2 mM belirtilmistir. (Sekil

3.15).

AL 1.5mM 1.75mMAl Z.0mAl 225mM 2.5mM

1500 bp == ! rl l1 Il

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.15. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda SDS10-1 susuna ait PZR {iriinleri
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3.5.1. SDS10-1 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tamimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 15181nda aga¢ olusturulmustur. Bu ¢alismada veriler MEGA 6 programina veri
olarak yiiklenerek SDS10-1 kodlu suslara en yakin homoloji gdsteren tiirler
arasindaki genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir.(Cizelge 3.3.).
SDS10-1 kodlu sus % 94 oraninda Pseudomanas koreensis (accession number

KJ937674) ile homoloji gosterdigi saptanmistir.

16S rDNA bdlgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programimda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.16).
Olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatistiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzakligi
evrimsel akrabaliklarmi gostermektedir. Buna gére SDS10-1 kodlu sus evrimsel

acidan Pseudomanas koreensis ile yakm akraba oldugu goriilmiistiir.

Pseudomonas mucidolens NBRC 103139 ( AB681967 )
Pseudomonas syncantha NBRC 3913 ( AB680171)
Pseudomonas baetica 2390 ( FM201274)
Psendomonas jessenii CIP 105274 ( AF068259 )
Psendomonas umsongensis Ps 3-10 { AF468450 )
Psendomonos vancouverensis DhA-31 ( AJ011507 )
Pseudomonas reinekei MT1 ( AM293565 )
Pseudomonas migulae NBRC 103157 ( AB681965 )
_EPsemfamms migulae CIP 105470 ( AF074383)
Pseudomonas mohnii IpA-2 | ANI293367 )
—Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis NBRC 3904 ( AB680166 )
L Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis DSXI 50083 ( F1544575)
Pseudomonas koreensis Ps 9-14 ( AF468432)
Psendomonas moraviensis 1B4 ( AY970952 )
§DS10-1 ( KJ937674)

01

(0.1, niikleotitler arasindaki fark)

Sekil 3.16. SDS10-1 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan

dendogram
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Cizelge 3.3. SDS10-1 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. SDS10-1
2. Pseudomonas koreensis Ps 9-14 1,013
3. Pseudomonas reinekei MT1 1,020 0,004
4. Pseudomonas moraviensis 1B4 1,005 0,003 0,004
5. Pseudomnas vancouverensis DhA-51 1,020 0,004 0,000 0,004
6. Pseudomonas migulae NBRC 103157 1,027 0,003 0,001 0,006 0,001
7. Pseudomonas baetica a390 1,020 0,006 0,001 0,003 0,001 0,003
8. Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 1,020 0,004 0,000 0,004 0,000 0,001 0,001
9. Pseudomonas migulae CIP 105470 1,027 0,003 0,001 0,006 0,001 0,000 0,003 0,001
10. Pseudomonasjessenii CIP 105274 1,020 0,004 0,000 0,004 0,000 0,001 0,001 0,000 0,001
11. Pseudomonas mucidolens NBRC 103159 1,056 0,014 0,009 0,010 0,000 0,010 0,007 0,009 0,010 0,009
12. Pseudomonas synxantha NBRC 3913 1,061 0,012 0,009 0,014 0,000 0,009 0,010 0,009 0,009 0,009 0,003
13. Pseudomonas mohnii IpA-Z 1,027 0,003 0,001 0,006 0,001 0,000 0,003 0,001 0,000 0,001 0,010 0,009
14.Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis 1,020 0,001 0,006 0,004 0,006 0,004 0,007 0,006 0,004 0,006 0,014 0,012 0,004
15.Pseudomonas chlororaphis subsp, chlororaphis 1,020 0,001 0,006 0,004 0,006 0,004 0,007 0,006 0,004 0,006 0,014 0,012 0,004 0,000 -




3.6. SDS11 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde yiirtitilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu gorilmektedir (Sekil 3.17). SD11 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR iriinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 56°C oldugu belirlenmistir.

M S50°C 51°C 51°C 53°C 54°C 55°C 56°C 57°C 58°C 59°C &0°C

1500 bp

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.17. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS11 kodlu susa ait PZR

urtinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. SDS11
susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iirtinleri gériilmektedir. Spesifik
baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2 mM belirtilmistir (Sekil

3.18).
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M 1.5mM 1.75mM 2.0mM 225mM 2. 5mM

1500 bp ==

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.18. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda SDS11 susuna ait PZR iirtinleri

3.6.1. SDS11 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tanimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 15181nda aga¢ olusturulmustur. Bu ¢alismada veriler MEGA 6 programina veri
olarak yiiklenerek SDS11 kodlu suslara en yakin homoloji gosteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir. (Cizelge 3.4). SDS11 kodlu sus
% 99 Pseudomanas kilonensis (accession number KJ937677) ile homoloji gosterdigi

saptanmuistir.
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Cizelge 3.4. SDS11 kodlu sus i¢in 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gerceklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. SDS11
2. Pseudomonas kilonensis 520-20 1,030
3. Pseudomonas chlororaphis subsp. 1,054 0,006
4. Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446 1,054 0,006 0,000
5. Pseudomonas mandelii CIP 105273 1,030 0,003 0,006 0,006
6. Pseudomonas koreensis Ps 9-14 1,041 0,004 0,003 0,003 0,004
7. Pseudomonas corrugata Slade 939/1 1,030 0,000 0,006 0,006 0,003 0,004
8. Pseudomonas mandelii NBRC 103147 1,030 0,003 0,006 0,006 0,000 0,004 0,003
9. Pseudomonas mohnii IpA-Z 1,030 0,000 0,006 0,006 0,003 0,004 0,000 0,003
10. Pseudomonas migulae NBRC 103157 1,035 0,001 0,005 0,005 0,001 0,003 0,001 0,001 0,001
11. Pseudomonas cannabina CFBP 2341 1,040 0,008 0,006 0,006 0,008 0,004 0,008 0,008 0,008 0,006
12. Pseudomonas tremae TO1 1,041 0,005 0,004 0,004 0,005 0,001 0,005 0,005 0,005 0,004 0,003
13. Pseudomonas brassicacearum subsp, 1,049 0,005 0,003 0,003 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,004 0,009 0,006
14. Pseudomonasjessenii CIP 105274 1,030 0,001 0,008 0,008 0,003 0,005 0,001 0,003 0,001 0,003 0,009 0,006 0,006
15. Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 1,035 0,003 0,006 0,006 0,001 0,004 0,003 0,001 0,003 0,001 0,008 0,005 0,005 0,001 -




16S rDNA bdlgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programimda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.19).
Olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatistiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzakligi
evrimsel akrabaliklarini géstermektedir. Buna gore SDS11 kodlu sus evrimsel agidan

Pseudomanas kilonensis ile yakin akraba oldugu goriilmiistiir.

_[:Pseudamams chlororaphis subsp. chlororarphis NBRC 3904 ( AB680166 )
Pseudomanas chlororaphis ATCC 9446 ( FJ652610 )
Pseudomianas brassicacearum subsp. neoaurantiaca CIP 109457 (EU391388)
Pseudomonas koreensis Ps 9-14 ( AF468452 )
_[:Preudamonus cannabina CFBP 2341 ( AJ492827 )
Pseudomonas tremae TO1 ( AJ492826)
Pseudomonas migulae NBRC 103157 ( AB681965 )
Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 ( AF468430 )
—— Pseudomonas mandelii CIP 105273 ( AF058286 )
L Pseudomonas mandelii NBRC 103147 ( AB681956 )
Pseudomonas kilonensis 520-20 ( AJ292426)
_l:Pseud&moms corrugata Slade 939/1 ( D84012 )
Psendomonas moknii IpA- ( AM293567)
Pseudomonas jessenui CIP 105274 ( AF068259 )
SDS11 ( KJ937677)

—
0.1

(0.1, niikleotitler arasindaki fark)

Sekil 3.19. SDSI11 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan

dendogram

3.7. SDS12 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA bélgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan sonra % 1’lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir (Sekil 3.20). SDS12 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR iriinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligi 56°C oldugu belirlenmistir.
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M  S0°C S1°C S52°C 53°C S4°C S55°C 56°C §7°C S8°C 59°C 60°C

1S be = -.-wu-.wh*'w

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.20. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS12 kodlu susa ait PZR

urtinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. SDS12
susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR {iriinleri gosterilmistir. Spesifik
baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 1.75 mM belirtilmistir (Sekil

3.21).

1.5mM 1.75mMA 2.0mM 2.25mM 2 5fmhl

15040 bp e

M, marker (100 - 1500 bp)

Sekil 3.21. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda SDS12 susuna ait PZR iiriinleri
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3.7.1. SDS12 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tanimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 15181nda aga¢ olusturulmustur. Bu ¢alismada veriler MEGA 6 programina veri
olarak yiiklenerek SDS12 kodlu suslara en yakin homoloji gosteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir. (Cizelge 3.5). SDS12 kodlu sus
% 99 Pseudomanas baetica (accession number KJ937678) ile homoloji gosterdigi

saptanmuistir.

16S rDNA bdlgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programimda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.22).
Olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatistiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzakligi
evrimsel akrabaliklarmi gostermektedir. Buna gére SDS12 kodlu sus evrimsel agidan

Pseudomanas baetica ile yakm akraba oldugu goriilmiistiir.

Pseudomonas chlororaphis subsp.chloreraphis NBRC 3904 ( AB680166 )

Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446 ( FJ632610)
Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca NCIB 10068 ( DQ682655)

Psendomonas chlororaphis subsp. aureofaciens ATCC 13985 (AF094722)

Pseudomonas lini DLE411J ( AY035996 )
Pseudomonas moraviensis 1B4 { AY970952 )
Pseudomonas koreensis Ps 9-14 ( AF468452 )
Pseudomonas mandelii NBRC 103147 ( AB681956)
— Pseudomonas beatica a390 (FM201274)

L Pseudomonas mucidolens NBRC 103159 ( AB681967)
Pseudomonas reinekei MT1 { AM293565 )
Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 ( AF468450 )
-Pseudomonas mohnii IpA-2 ( AM293367 )
Pseudomonas jessenti CIP 105274 ( AF068259 )
SDS12 ( KJ937678) :

———
0.1
(0.1, niikleotitler arasindaki fark)

Sekil 3.22. SDS12 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan

dendogram
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Cizelge 3.5. SDS12 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. SDSI12
2. Pseudomonas baetica a 390 0,987
3. Pseudomonas jessenii CIP 105274 0,976 0,003
4. Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 0,981 0,001 0,001
5. Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis 0,993 0,008 0,008 0,006
6. Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446 0,993 0,008 0,008 0,006 0,000
7. Pseudomonas reinekei MT1 0,981 0,001 0,001 0,000 0,006 0,006
8. Pseudomona chlororaphis subsp. aurantiaca 0,987 0,006 0,006 0,005 0,001 0,001 0,005
9. Pseudomonas moraviensis 1B4 0,987 0,003 0,005 0,004 0,005 0,005 0,004 0,004
10. Pseudomonas koreensis Ps 9-14 0,987 0,005 0,005 0,004 0,003 0,003 0,004 0,004 0,003
11. Pseudomonas ch[ororaphis subsp, aurefaciens 0,987 0,006 0,006 0,005 0,001 0,001 0,005 0,000 0,004 0,004
12. Pseudomonas mucidolens NBRC 103159 0,988 0,006 0,009 0,008 0,013 0,013 0,008 0,012 0,009 0,012 0,012
13. Pseudomonas mandelii NBRC 103147 0,985 0,003 0,003 0,001 0,006 0,006 0,001 0,006 0,005 0,004 0,006 0,009
14. Pseudomonas mohnii IpA-2 0,982 0,004 0,001 0,003 0,006 0,006 0,003 0,008 0,006 0,004 0,008 0,010 0,003
15. Pseudomonas lini DLE211] 0,991 0,005 0,005 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,008 0,006 0,004 0,010 0,003 0,005 -




3.8. sdsA Gen Analizlerinin Yapilmasi

Shahbazi ve arkadaslar1 [78], Chatuverdi ve Kumar [81] 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) [64], 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) [78] (Sekil 3.23). Primer ciftleri kullanilmis

olup, primerlerin ¢alismadigi belirlenmistir.

M SDS10 SDS10-1 SDS11 5DS12 M SDS10 SDE10-1 SDE11 SDE12

M, marker (500 — 10.000 bp) M, 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)

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
2.24). Elde edilen ortak alkil siilfataz gen bolgesinden Vector NTI Express
(Lifetechnologies, ABD) primer tasarim yazilimi ile basamak basamak pirimer

tasarlanmistir (Sekil 2.25).
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P.aeruginosa PAOL ATGAG-- --CCGTCT-G----CTTGC-- --ACTC-CTGG
Pseudomonas sp. DSM 6611 ATGTC-- --CCGCTTCA----TTCGC-- --GCCAGCCAG
Pseudomonas sp.alkylsulfatase —-—-—------—————————————————————————
P.stutzeri ATGAA-------— CCTGCCCT----ATCGCT-----~— GGATGCTAACCAG
Pseudomonas sp. S9 PSdsA ATGAAATTGAATGCCCTATCG----ACCGCAACGCATGGGAGCCGGTCAT
Legionellafallonii Alkyl ATGACA----AATCCATATCAGCGCATCGC-—————————— GTTATATTC
P.aeruginosa PAOl = CGC------------------TCGCCCCGCTG------— CTCGCC-GGCG
Pseudomonas sp. DSM 6611 -ATCGCC-GCCA
Pseudomonas sp.alkylsulfatase ---------------—---—-—-——————————TG-—-----— ATCGA--GGCG
P.stutzeri TTGTTGCTACTCAGTGCATGCAGCGAC-GGC—
Pseudomonas sp. S9 PSdsA CTCCAGTCAAATTATGGAAATTCAGCACTTCGTTTCTG-CTTGCC-GCAT
Legionellafallonii Alkyl ~  TTCT----------------CTTATTGCTTCA--------— TCGATTAGTT
*
P.aeruginosa PAO1 CCGCCGA--AACCACCGC---————-——-—-— GCC------- CAAACCGCCC
Pseudomonas sp. DSM 6611 CCCTCGCCCAGCCGCTGCTGGCTGCAGAGAGCCTGGACAGCAAACCGGCC
Pseudomonas sp.alkylsulfatase CC--CG---AGGGGCTG-—-———————————————————————————————
P.stutzeri CCTGCGCCCAGTCACAGC-——————-——-—-— GCC--—————---- GCCACGC
Pseudomonas sp. S9 PSdsA CCATCAT--AGTATCTGGT------- CAAAGCTGGGCTGCAGAAACAGCT
Legionellafallonii Alkyl TTGCTGCAGATAATTTAG-——————————— GCGGATTTAAAGAGCCGACT
*
P.aeruginosa PAOL AGTGCCTTCA----CCGTCG--AGGCCCAGCGGCGGGTCGAAGCG----G
Pseudomonas sp. DSM 6611 AGCGCCATCA----CCGCCGCAAAGAACGCCGAAGTGCTGAAG-—-—--—= A
Pseudomonas sp.alkylsulfatase ------ ATCA----TCGTCG------ ACACCGGCGAGTCGGTG-----— G
P.stutzeri CACGCACGCAA--GCTGCCC-—---~ AGGCCGAGGTGGCGCAGAGCTATG
Pseudomonas sp. S9 PSdsA AA-GCCTGCAACGGATGCGACCAAAGCCGCTAACGATGCTTTGCTCARAG
Legionellafallonii Alkyl GA-ACTGACA----CAGCAAAAAAATGCGGCAATGGCCCAATC-——-————
* Kk * *
P.aeruginosa PAOL AATTGCCCTTCGCCGACCGCGCCGACTTCGAGCGCGCCGACCGCGGCCTG
Pseudomonas sp. DSM 6611 ACCTGCCGTTCGCCGACCGCGAGGAGTTCGAGGCCGCCARACGCGGGCTG
Pseudomonas sp alkylsulfatase ACCAGTCGCGCAAGGTCCTCGCCGAGTITC-—-——-——=—=-— CGCAA---G
P.stutzeri ACCTGAGCCATGTCGA--GGGCCTAGCCCAGGCACGC----CGCGGCCTA
Pseudomonas sp. S9 PSdsA AGCTGCCATTTGACGACAAGACCTCCTTCGACTTAGCGCACAAAGGCTTT
Legionellafallonii Alkyl - ACTTCCTTTTGCTGCTCAACAAGATTTCGCTGACGCAACAAGGGGATTT
* *
P.aeruginosa PAOL ATC-CGGCGCCCGGAGCGGTTACTCATCCGCAACCC---CGACGGCAGCG
Pseudomonas sp. DSM 6611 ATCGCGCCGTTC--AGCGG--GCAGATCAAGAACGC---CGAGGGCCAGG
Pseudomonas sp.alkylsulfatase ATC----------- AGCG——=—=—=———————— - —————
P.stutzeri ATTGCCACGCCTC-AGGGC---CAGGTGCGCGATGC---CGAAGGCGAAG
Pseudomonas sp. S9 PSdsA ATTGCTCCCCTGCCTGCAGA-ACCGATCAAAGGCGA---AAAGGGCAATA
Legionellafallonii Alkyl ATAGCGACCAATGAAGGACA-AGTGATTAAAAAAACGAACGAAGATCGGG
* Kk *
P.aeruginosa PAOL TCGCCTGGCAGCTCGGTGGCTACGACTTCCTCCTCGACGGCAA-GCCTCG
Pseudomonas sp. DSM 6611 TGGTGTGGGACATGGGCGCGTACCAGTTCCTCAACGACAAGGACGCCGC-
Pseudomonas sp.alkylsulfatase ------------""-"--"--———- ACAAGCCCATC-=-—=-——-——— AAGGCC---
P.stutzeri TGATCTGGGACTTCGATAGCTTTGCGTTTATCC---AAGGTGAGGCCCC—
Pseudomonas sp. S9 PSdsA TGATCTGGGACCCAAGCAAATATGGCTTTATTAAAGAAGGTGAAGCCGCG
Legionellafallonii Alkyl TGATATGGGATCTCAATTCTTATCAATTCATTAAAGGCGA-AAAGCCTCC
* K kKK
P.aeruginosa PAOL C--GACAGCA-TCAATCCCAGCCTGCAACGCCAGGCCCTGCTCAATCTCA
Pseudomonas sp. DSM 6611 C--GACACGG-TCAACCCCAGCCTGTGGCACCAGGCCCAGCTGAACAACA
Pseudomonas sp.alkylsulfatase ------ ATCG-TCTACACCCACTT------— CCA--CCCGG----ACCACA
P.stutzeri C--ACTACCG-TCAACCCCAGCCTGTGGCGGCAAGCGCTGCTGAATAACC
Pseudomonas sp. S9 PSdsA CCGGACACGA-CCAACCCAAGCTTGTGGCGCCAATCTCAACTAATCAATA
Legionellafallonii Alkyl T---GCATCAATTAATCCCAGCTTATGGCGTCAAGCAAGACTTAATATGA
* * * * ok * K *
P.aeruginosa PAOl AGTACGGCTTGTTCGAGGT--TGCCGAGGGTATCTACCAGGTGCGCGGCT
Pseudomonas sp. DSM 6611 TCGCCGGCCTGTTCGAGGTCATGCCGAAGCT--CTACCAGGTGCGCGGCC
Pseudomonas sp.alkylsulfatase TCAACGGCGTG---AAGGC-——————————————————————\——"———— CT
P.stutzeri AGGTTGGGCTGTTCAAAGT--CAGCGACAAAATCTATCAGCTACGCGGCT
Pseudomonas sp. S9 PSdsA TTTCTGGCCTGTTTGAAGT--CACCGACGGCATTTACCAAGTCCGCAACT
Legionellafallonii Alkyl ATAATGGCCTGTACAAGGT--CACTGATAGGATTTATCAAATTCGTGGTT
* K * K * K
P.aeruginosa PAOL TCGACCTGGCCAACATCACCTTCATCCGCGGCGAC-AGCGGCTGGATCGT
Pseudomonas sp. DSM 6611 TCGATCCGGCGAACATGACCATCATCGAAGGCGAC-AGCGGTCTGGTGCT
Pseudomonas sp.alkylsulfatase TCG--TCAGCGAAGAGCA-—-——-—————--— GGTGAAGAGCGGCGAGGTGCG
P.stutzeri TCGACCTAGCCAACATGACGCTGATCGAAGGCGAC-AGCGGCTGGATTGT
Pseudomonas sp. S9 PSdsA ATGACTTGTCGAACATGACCATCGTCGAAGGCAAA-GATGGCATCACCAT
Legionellafallonii Alkyl TTGATTTATCAAATATGGATATTATCGAAGGTAAT-ACAGGTTTAATTAT
* * Kk K * K * * K

78
111

94
135
99

118
151

136
184
137

168
201

180
234
186

214
244

223
280
235

263
293
110
269
330
284

407
437
196
413
476
428

Sekil 3.24. Calismada elde edilen alkil siilfataz sekanslarmin hizalanmasi

(*); Ortak sekanslar
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P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

Sekil 3.24. (Devam)

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

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
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487
231
463
526
478

506
536
280
512
575
527

556
584
310
560
623
575

601
631
343
607
670
622

651
681
379
657
720
672

701
731
399
707
770
722

747
780
412
756
816
768

797
830
425
803

818



P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonas sp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL

Pseudomonas sp. DSM 6611
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)

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
ACACCATGACCGAAAT----CGCGGAGCAGGTGAAACTGCCAAAGAAAAT
TTGTGATGACTGAGAT----TGGCAACATGATGCAATTACCACCGGAGCT

* * * **

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

* x * * * Kk * * *

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

* * * ok kk ** * *
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1308
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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

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)

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

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

CAGGCTGGTCTTCGCCGAGCCGGATAATCGGGCCGCGCGCGAGCTGCAGG
CCACCTGGTCTTCGCCGACCCGGCCAACAAGGACGCCCGCGCCCTGCAGG
CTACGCCATCCGCGTCGACCACGACGACAAACTCGCCCGCGACATCAAGG
ACATCTGCTCTATGCCGATCCGGACAACCAGGGCGCCCGCGATCTGCAGG
CCATGTGGTCTTTGCTGAACCGAACAATCAAGCGGCAAAAAATATGCAAG
TCATGTGGTATTCGCCGATCCTAATAATAAAAAAGCACGCGATTTGGAGG

* * *k Kk * * *

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--—

Kk 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

* * ** * * * *

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

* * * *

90
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1418
1454
1027
1421
1487
1439

1468
1504
1077
1471
1537
1489

1514
1550
1123
1517
1583
1535

1562
1598
1168
1565
1633
1582

1607
1635
1213
1608
1673
1628

1653
1680
1262
1653
1719
1674

1699
1725
1311
1699
1765
1720

1745
1771
1354
1746
1812
1766

1787
1814
1402
1787
1853
1808

1832
1860
1443
1825
1898
1856



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)

-CGCC-TGGTCTTCGAGGGCA-
-CACCGCGATCAAGCAGGGCAC
—————— CAGCCTGCTCAA-GGGAGCGC

——————— GATGCGGAAAGCTCAGGCGA
_______ GATGAGTTAAAGAAAGGTAC

*

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

* * * Kk *
GTCACGCCGGCGGCGAAGTCCGAAGGCTGA 1977[86]
GTC-——=——————— GAACCCCTCGAG-TGA 1992([89]
ATCGCCCT---—--—-—- CACCGTGCGTTGA 1586[90]
ATTG-—————————————— TCACGCGGTAG 1965[91]
ATTG-—————————=—=—— TGACGCCATAA 2025[92]
ATCACGCC--=-=-=-—-—— GAATGAGCAATGA 1989[93]

* *
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1903
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1924
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2010
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Sekil 3.25. Primer tasariminda kullanilan agsamalarin ekran goriintiisii
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Programim 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 segilerek PZR {iriinii
uzunlugunun 233-311 bp arasinda, GC oraninin % 35-60 arasinda, forward ve
reverse uzunlugunun ise 20-25 baz dizisi uzunlugu arasinda olmasi1 istenmistir. Eger
tasarlancak primer oldukca spesifik bir gen ise yapilmasi muhtemel biitiin hassas
ayarlar bu basamakta gerceklesmistir (Sekil 2.25). Ortak alkil siilfataz gen
bolgesinden, istenilen PZR iirlinii 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) (O
1. F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 284 24 63.62
R-CCAATGCGCGTACCATCTCG 20 58.78
2. F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 289 24 63.62
R-TCGTTCCAATGCGCGTACCA 20 59.67
3. F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 292 24 63.62
R-CCCTCGTTCCAATGCGCGTA 20 60.53
4. F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 293 24 63.62
R-ACCCTCGTTCCAATGCGCGT 20 61.29
5. F-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 298 24 63.62
R-TCCCGACCCTCGTTCCAATG 20 59.33
6. F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 282 22 59.87
R-CCAATGCGCGTACCATCTCG 20 58.78
7. F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 283 22 59.87
R-TCCAATGCGCGTACCATCTC 20 55.97
8. F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 284 22 59.87
R-TTCCAATGCGCGTACCATCT 20 55.97
9. F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 285 22 59.87
R-GTTCCAATGCGCGTACCATC 20 55.57
10. F-GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 286 22 59.87
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 almarak forward primer 5’-
AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT-3’ reverse primer 5’-
CCAATGCGCGTACCATCTCG-3 284 bp uzunlugundaki primer cifti segilerek

sdsA gen analizi i¢in kullanilmistir.

3.8.2. sdsA Gen Analizleri

3.8.2.1. P. migulae SDS10 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. migulae SDS10 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarindaki PZR fiirtinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligin 50°C oldugu goriilmektedir.

300bp—»

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.26. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. migulae SDS10 kodlu susa ait

sdsA PZR triinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin

giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada diger PZR
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sartlar1 sabit tutulmustur (Sekil 3.27). P. migulae SDS10 susuna ait farkli MgCl,
konsantrasyonlarindaki PZR {riinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 3 mM secilmistir.

M 275mM ImM 3235mM 315mM

300 bp—s» «—284bp

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.27. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda P. migulae SDS10 susuna ait sdsA

PZR iirinleri

3.8.2.2. P. koreensis SDS10-1 Susu sdsA Gen Analizi

Ortak alkil siilfataz bolgesinden tasarlanan sdsA gen bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan
sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
driinlerinin yaklasik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.28). P. koreensis SDS10-1 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarindaki PZR fiirtinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligin 58°C oldugu goriilmektedir.
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M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.28. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P.koreensis SDS10-1 kodlu susa
ait sdsA PZR firiinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur (Sekil 3.29). P. koreensis SDS10-1 susuna ait farklt MgCl,
konsantrasyonlarindaki PZR {riinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 3 mM secilmistir.

M 275mM 3ImM 325mM 15mM

«—284bp

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.29. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda P. koreensis SDS10-1 susuna ait sdsA
PZR iiriinleri
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3.8.2.3. P. kilonensis SDS11 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. kilonensis SDS11 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklaridaki PZR {irtinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligin 50°C oldugu goriilmektedir.

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.30. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. kilonensis SDS11 kodlu susa
ait sdsA PZR firiinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur (Sekil 3.31). P. kilonensis SDS11 susuna ait farkli MgCl,
konsantrasyonlarindaki PZR {riinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 3 mM secilmistir.
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M 275mM 3ImM 325mM 35mM

300bp—»

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.31. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda P. kilonensis SDS11 susuna ait sdsA

PZR iiriinleri

3.8.2.4. P. baetica SDS12 Susu sdsA Gen Analizi

Ortak alkil siilfataz bolgesinden tasarlanan sdsA gen bolgeleri PZR’ da ¢ogaltildiktan
sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
driinlerinin yaklasik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.32). P. baetica SDS12 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarindaki PZR fiirtinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligin 56°C oldugu goriilmektedir.
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M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.32. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. baetica SDS12 kodlu susa ait
sdsA PZR iiriinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur (Sekil 3.33). P. baetica SDS12 susuna ait farkli MgCl,
konsantrasyonlarindaki PZR iiriinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 3 mM secilmistir.

M 2.75mM ImM 325mM 3.5 mM

300bp—»

M, marker (50 - 1500 bp)

Sekil 3.33. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda P. baetica SDS12 susuna ait sdsA

PZR iirinleri
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3.9. SDS Degrade Eden Suslarin Alkil Siilfataz Enzimi Protein Profillerinin

Belirlenmesi ve Zimografi Analizleri
3.9.1. AIKil Siilfataz Enzimi Protein Profillerinin Incelenmesi
P. migulae SDS10, P. koreensis SDS10-1, P. kilonensis SDS11 ve P. baetica SDS12
suslarmin SDS igeren ortamda alkil siilfataz enzimi protein profilleri incelenmistir

(Sekil 3.34). 77 kDa agirliginda olan alkil siilfataz proteinin lokasyonunu belirlemek

icin jelin protein molekiiler agirlik belirleme standart egrisi ¢izilmistir (Sekil 3.35).

kDa M SD510 sDs10-1 5Ds511 SDs12 NK

«— 77 kDa

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. AIKkil Siilfataz Enzimi Zimografi Analizlerinin Yapilmasi

SDS degrade eden suslarin, molekiil agirligi bilinmeyen zimografik protein
bantlarmin, molekiil agirliklar1 alkil siilfataz enzimi protein profilinde c¢izilen
standart egri ile belirlenmis 152 kDa agirliginda oldugu tespit edilmistir. Bu durum
152 kDa agirligindaki protein bantlarmin aktif formda, 77 kDa agirligindaki protein

bantlarinin ise inaktif formda oldugu gosterilmistir (Sekil 3.36).
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— Allil siilfataz
(innaktif form - 77 kDa)

Alldl stilfatar «— Alll stilfatar +—
(aktif form - 152 kDa) (aktif form - 132 kDa)
— Alldl siilfataz
(inaktif form - 77 kDa)
(a) () &y @

P. migulge SDS10 P. kareensis SDS10-1
Alkil stilfatar — Allil siilfataz «—
(aktif form - 132 kDa) (aktif form - 132 kDa)
— Alkil siilfataz —  Alkil stilfataz
(inaktif form - 77 kDa) (maktif form - 77 kDa)
(@ ® (a @
P. kilonensis SDS11 P. baetica SDS12

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

3.10. AIkil Siilfataz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SDS degrade suslarin alkil siilfataz enzim aktivitesinin belirlenmesinde ilk olarak
farkli pH ve sicaklik araliklarina ve alkil siilfataz spesifik enzim aktivitelerine
(U/mg) bakilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda suslarin optimum pH 7.5 ve
optimum 30°C sicakhiginda ve spesifik enzim aktivitelerinin ise P. migulae SDS10
2.9 (U/mg), P. koreensis SDS10-1 2.9 (U/mg), P. kilonensis SDS11 2.5 (U/mg), P.
baetica SDS12 2.6 (U/mg) olarak belirlenmistir ( Sekil 3.37).
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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. migulae SDS10 kodlu susun 2 88 mg/mL (% 4) alkil siilfataz enzim miktarinda 20
mg/mL SDS‘1 3.93 mg/mL’ye diisiirerek % 80 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3.38).

P. koreensis SDS10-1 kodlu susun 2 88 mg/mL (% 4) alkil siilfataz enzim miktarinda
20 mg/mL SDS‘1 4.83 mg/mL’ye diisiirerek % 76 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3.38).

P. kilonensis SDS11 kodlu susun 2.16 mg/mL (% 3) alkil siilfataz enzim miktarinda
20 mg/mL SDS‘1 6.4 mg/mL’ye diisiirerek % 68 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3.38).

P. baetica SDS12 kodlu susun 2.16 mg/mL (% 3) alkil siilfataz enzim miktarinda 20

mg/mL SDS‘1 6.5 mg/mL’ye diislirerek % 68 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3.38).
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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

SDS10

SDS10-1

SDS11

SDS12

izole edilen bolge
koordinati

39°48°38.97°N,
33°29°14.57”’E, 684 m

39°48°38.97°N,
33°29°14.57”’E, 684 m

39°50°28.41°N,
33°28°02.13°E, 686 m

39°57°22.98°K,
33°25°04,35°D, 679 m

16S rDNA
sekansi
(% Homoloji)

Pseudomanas migulae
(% 96)

Pseudomanas koreensis
(% 94)

Pseudomanas kilonensis
(% 99)

Pseudomanas baetica
(% 99)

EMBL
Giris
Numarasi
KJ937673
KJ937674

KJI937677

KJ937678

Maksimum
SDS
tolerasyonu
(g/L)

65

20

15

55

SDS Degradasyonu

Saf kiiltiir

ortaminda

(% / saat)
94/36
88/ 30

78 /24

78/ 24

Deterjan sanayi atik

suyundaki

Steril olmayan
( % / saat)

87172

89 /54

85/60

76 /60

(% / saat)

81/96

83 /78

71/72

sdsA geni
PZR
analizi

AlKil siilfataz
Native-PAGE
analizi

AlKil siilfataz
enzim
aktivitesi
(U/mg)

29

29

2.5

2.6

EMBL, European Molecular Biology Laboratory; +, var; -, yok



4. TARTISMA VE SONUC

Tiirkiye ve diinyadaki arastirmalar, akarsu ve durgun sulardaki deterjan kirliliginin
onemli degerlere ulastigmi gostermektedir. Su kirliliginin kontrolii ve 6nlenmesi
konusunun ©Onem kazanmasi nedeniyle ev ve endiistri kaynakli deterjanlarin
mikroorganizmalar tarafindan parcalanabilmesi ve biyoremediasyon caligsmalar1 tiim
diinyanin tizerinde 6nemle durdugu bir konudur. Bu nedenle bu tez ¢alismasi ile
yiizey sularinda bulunan deterjanlari biyolojik parcalanabilirliginde etkili olabilecek
lokal suslarmm kolayca belirlenmesi ve tanimlanmasi, deterjan uzaklastirma
calismalarinda kullanilabilirlikleri gibi konularda 6nemli kazanimlar elde edilecegi
disiiniilmektedir. Bu agidan da benzer konulardaki ¢alismalara ve literatiire 6zgiin

katkida bulunacag: diisiiniilmektedir.

Deterjanlar konusunda Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) 6nerdigi limitlere gore
icme suyunda bulunabilecek anyonik deterjanlar 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
saylli Resmi Gazetede belirtilen yiizeysel sulardaki anyonik yiizey aktif madde
konsantrasyonlarina gore 1.smif (yiiksek kalite) 0.5 mg/L, 2.smif (az kirletilmis) 1
mg/L, 3.smif (kirletilmis) 1.5 mg/L ve 4.smif (¢ok kirletilmig) > 1.5 mg/L oldugu
belirlenmistir [94].

Kirikkale-Kizilirmak’tan 2014 yilinda almman su Orneklerinin deterjan analizleri,
ortalama pH ve sicklik degerleri belirlenmistir. Deterjan analiz sonuglarina gore
deterjan konsantrasyonunun tiim istasyonlar i¢in 1.5 mg/L’nin iizerinde oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglara gére nehrin ¢ok kirletilmis yilizey sular1 kategorisinde
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore deterjan kirliligine Kizilirmak
nehri etrafindaki sanayi kuruluslarinin ve sehrin yerel atiklarinin neden oldugu

diistiniilmektedir.
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Minareci ve arkadaslar1 [39] yaptiklar1 ¢alismada Gediz Nehir sisteminde anyonik
ylizey aktif madde kirliliginin incelendigi bir arastirmada, deterjan
konsantrasyonlarmin bazi istasyonlarda su kalite kriterlerinin {istiinde (0.023-4.48
mg/L) 4. smif yani ¢ok kirlenmis su smnifinda oldugu bulunmustur. Bu
konsantrasyonlarin su bitkileri ve baliklar ig¢in toksik etki sinirlarma ulastigi
belirtilmistir. Yuvarlak Cay’da [95] deterjan konsantrasyonu 0.12 mg/L, Kiigiik
Menderes Nehri'nde 0-0.93 mg/L [96], Bakir¢ay’da 0.01-0.29 mg/L. olarak
belirlenmistir [97]. Izmir Korfezi ve yoredeki yiizeysel sularda yapilan bir calismada,
ozellikle Melez Cay1 ve Arap Deresinde deterjan miktarinin 1.5 mg/L’yi astigm,
yani 4.smif ¢ok kirletilmis su oldugu belirtilmistir. Yiizeysel sular1 deterjan
yoniinden en ¢ok etkileyen kaynaklarin ise evsel ve endiistriyel atik sular oldugunu
ortaya koymustur [98]. Minareci ve arkadaslar1 [99] yaptiklar1 ¢alismada
Biiyiikcekmece Golii’'nden alman su orneklerinde analiz sonuglarina gore, anyonik
deterjan konsantrasyonlar1 0.054-0.134 mg/LL arasmnda degisen degerlerde
bulunmustur. Elde edilen ortalama degerler, “Cevre Mevzuati, Su Kirliligi Kontroli
Yonetmeligi, Kita I¢i Su Kaynaklarinin Smiflarina Gére Kalite Kriterleriyle
karsilagtirilmistir. Biiylikgekmece GoOlii’niin anyonik deterjan yoniinden 1. smif

(yiiksek kaliteli su) oldugu belirlenmistir.

Asagiyazi Kum Ocagi Mevkii, Mezbahane-MKE Tesisleri Mevkii, Irmak Mevkii-
Kizilirmak I1 Sinir1 Cikis1 bdlgelerinden SDS degrade edebilen 4 sus izole edilmistir.
Izole edilen suslar sirastyla SDS10, SDS10-1, SDS11 ve SDS12 olarak kodlanmuistr.

Yapilan 16S rDNA sekans analizleri sonucu SDS10 kodlu sus % 96 homoloji ile
Pseudomanas migulae, SDS10-1 kodlu sus % 94 homoloji ile Pseudomonas
koreensis, SDS11 kodlu sus % 99 homoloji ile Pseudomanas kilonensis, SDS12

kodlu sus % 99 homoloji ile Pseudomonas baetica olarak tanimlanmistir.

SDS’i karbon kaynagi olarak kullanip degrade eden Pseudomonas tiiri,
Acinetobacter tiirii, Pantoea tiirli, Citrobacter tiiri ve Bacillus tirii gibi birgok
bakteri 16S rDNA analizi ile tanimlanmistir [100]. SDS degradasyonu yapan
Bacillus cereus [101], Acinetobacter calcoaceticus [102], Pseudomonas beteli,

Acinetobacter johnsoni, [103], Klebsiella oxytoca [104], P. alcaligenes, P.

107



mendocina [53], P. aeruginosa, P. mendocina, P. stutzeri, P. alcaligenes, P. putida,
P. otitidis [105], P. aeruginosa MTCC 10311 [106] gibi bakteriler 16S rDNA analizi

ile tanimlanmastir.

Molekiiler yontemlerle tanimlanan bu suslarin laboratuvar besi ortaminda ve deterjan
sanayi atik suyunda SDS degradasyon oranlar1 belirlenmistir. Buna gore P. migulae
SDS10 % 81 - 94, P. koreensis SDS10-1 % 83 - 89, P. kilonensis SDS11 % 77 - 85
ve P. baetica SDS12 % 71 - 77 oraninda SDS degradasyonu yaptig1 belirlenmistir.

Sonug¢ olarak yapilan c¢alismalar g6z Oniine alindiginda izole edilen suslarin
laboratuvar besi ortaminda ve deterjan sanayi atiginda gosterdikleri SDS
degradasyon oranlar1 ile dogal kosullarda SDS ve diger deterjanlar1 igceren atik

sulari remediasyonunda etkin olduklar1 belirlenmistir.

SDS degradasyonu ile yapilan caligmalara bakildiginda Payne ve Faysal [104]
SDS’in Pseudomonas tirii ile biyodegradasyonu iizerine ilk detayli calismayi
yapmislardir. Hosseini ve arkadaslar1 [103] aktif camurdan iki bakteri izole edip,
SDS’1 karbon kaynagi olarak kullanabildiklerini belirlemislerdir. Biyokimyasal
testler ve 16S rDNA sekans analizi sonucu Acinetobacter johnsoni ve Pseudomonas
beteli olarak tanimlanan bu suslarin on giinliik siire sonunda sirasiyla % 96.4 ve %
97.2 oraninda SDS’1 degrade edebildikleri tespit edilmistir. SDS’in molekiiler yapisi,
bir hidrokarbon zinciri (C11-C14), bu zincire bagl bir benzen halkasi ve bir siilfat
grubundan olusmaktadir [100]. Singh ve arkadaslar1 [101] gram pozitif bir bakteri
olan Bacillus cereus tarafindan SDS’in karbon kaynagi olarak kullanildigini ve diger
deterjanlarin da degradasyonunda bu bakterinin kullanilabilece§ini belirtmislerdir.
Yapilan diger calismalarda Acinetobacter calcoaceticus ve Pantoea agglomerans’in
da SDS’i degrade edebildikleri bildirilmistir. Chaturvedi ve Kumar [105]
Hindistan’in Veranasi sehrinde bulunan deterjan ile kontamine olmus goletlerden
SDS degrade eden P. aeruginosa SDS1 ve SDS3, P. stutzeri K2, P. alcaligens JN2
ve P. putida SP3 suslarin1 izole etmislerdir. Karbon kaynagi olarak sadece SDS
iceren minimal ortamda zenginlestirme teknigi kullanarak secilen bu izolatlardan
sadece P. alcaligenes ve P. mendocina izolatlarininin SDS’1 verimli olarak degrade

edebildikleri saptanmistir. Pseudomonas tiirii ATCC19151 susunun, tek karbon
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kaynag1 olarak SDS’i kullanarak biiylime yetenegine sahip oldugu gosterilmistir.
SDS’in biyodegradasyonu iizerine molekiiler caligmalar ilk kez Davison ve

arkadaslar1 [90] tarafindan yapilmustir.

Orhan ve Biiyiikgiingor [106] yaptiklar1 bir ¢aligmada, dodesil benzen siilfonat ve
lineer alkil benzen siilfonat gibi kullanimi1 yaygin yiizey aktif maddelerin P. putida
DSM 50026 tarafindan biyolojik par¢alanmasini 30 giin siireyle 26°C'de calkalamali
ortamda incelemis ve DBS ile LAS parcalanma oranlarmi sirasiyla % 70 ve % 80
olarak bildirmislerdir. Cakir ve Kivang [31] yaptiklar1 bir caligmada, SLES (Sodyum
Lauril Eter Siilfat) ve NI (Non Iyonik: Dehydol LS 7) yiizey aktif maddelerinin P.
putida (NRRL-B 13) tarafindan biyolojik parcalanmasini, 33 giin siireyle 28°C'de
calkalamali ortamda incelemis ve SLES ve NI par¢alanma oranlarini sirastyla % 61
ve % 53; durgun ortamda ise % 51 ve % 44 olarak belirlemislerdir. Shukor ve
arkadaslar1 [104]. Malezya’da SDS ile kontamine olmus su 6rneklerinden Klebsiella
oxytoca susunu izole etmislerdir. Bu izolatin 4 giinliik inkiibasyonundan sonra 2.0
g/L SDS’i yaklasik olarak % 80 oraninda, 10 giinliikk inkiibasyonda ise % 100
oraninda degrade edebildigi belirlenmistir. Abboud ve arkadaslar1 [102] atik sulardan
fakiiltatif anaerob olan Acinetobacter calcoaceticus ve Pantoea agglomerans
suslarini izole etmisler ve bu izolatlarin bir arada 120 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda

4000 ppm SDS’1 degrade edebildiklerini tespit etmislerdir.

SDS biyodegradasyonundan sorumlu olan alkil siilfataz enzimini kodlayan sdsA
genidir. Chaturvedi ve Kumar [86], Shahbazi ve arkadaslarinin [83] yapmis olduklar1
calismada belirlenen primerler kullanilmistir. SDS degrade eden P. aeruginosa tiirii
icin kullanilan bu primerler, Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen suslarin sdsA geni
analizi i¢in denenmis herhangi bir sonug elde edilememistir. Chaturvedi ve Kumar
[86], Shahbazi ve arkadaslarinin [83] kullandiklar1 primerlerin sadece P. aeruginosa
tiirtine yonelik oldugu i¢in basarili sonu¢ alinamadigi diisiiniilmektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda belirlenen alt1 alkil siilfataz dizisinin ortak bolgeleri dikkate alinarak
Vector NTI Express (Lifetechnologies, ABD) programi ile sdsA genine yonelik
primer tasarimi yapilmistir. Tasarlanan primer 284 bp uzunlugunda olup SDS

degrade eden suslar icin sdsA gen bdlgesi c¢ogaltilmistir. Yapilan calismalar
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sonucunda tasarlanan primerin suslar icin sdsA geni belirlemede etkin oldugu fakat

yiiksek oranda 6zgiin olmayan baglanmalar olustugu tespit edilmistir.

SDS degrade eden suslarm alkil siilfataz enzim protein profilleri incelenmistir. Bu
suslar Native - PAGE jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra, olusan jel SDS igeren
soliisyonda bekletilerek alkil siilfataz enziminin SDS’1 substrat olarak kullanmasiyla
olusan bantlarm aktif formunun 152 kDa, inaktif formunun ise 77 kDa agirliginda

protein bantlar1 olusturdugu tespit edilmistir.

Suslara SDS’1 degrade edebilme yetenegi veren alkil siilfataz enzim proteininin
aktivitesi incelenmistir. Buna goére suslarin optimum pH ve sicaklikta spesifik enzim
aktiviteleri belirlenmistir. P. migulae SDS10, P. koreensis SDS10-1, P. kilonensis
SDS11, P. baetica SDS12 suslarinin optimum pH kosullar1 7.5 ve optimum sicaklik
durumlar1 30°C olarak belirlenmistir. Yapilan enzim aktivitesi ¢aligmalar1 sonucu
alkil siilfataz enzim aktivitesi P. migulae SDS10 ve P. koreensis SDS10-1 i¢in 2.9,
P. kilonensis SDS11 i¢in 2.5 ve P. baetica SDS12 i¢in 2.6 U/mg oldugu

belirlenmistir.

Alkil siilfataz enzim ekstraktinin optimum pH ve sicaklik degerlerindeki aktivitesi
incelenmistir. Buna gore P. migulae SDS10 ve P. koreensis SDS10-1 suslarindan
elde edilen % 4 enzim konsantrasyonundaki ekstraktinin % 80 ile 76 oraninda
aktivite gosterdigi bulunmustur. Bu bakterilerin laboratuvar besi ortamindaki SDS

degradasyon oranlar1 ise % 93.95 ile 87.8 olarak belirlenmistir.

Ambily ve arkadaslar1 [107] alkil siilfataz enzim aktivitesini belirlemeye yOnelik
yaptiklar1 caligmada izole ettikleri SDS degrade eden P. aeruginosa MTCC 10311
susunun optimum pH, sicaklik araligini belirleyerek bu kosullarda ekstrakt haldeki
spesifik enzim konsantrasyonunu ve SDS degradasyonunu belirtmislerdir. Belirlenen
optimum pH 7.5 ve sicaklik 30°C’de % 4 enzim konsantrasyonunda duragan faza
gecmistir ve spesifik enzim aktivitesi ise 3.04 U/mg oldugu tespit edilmis olup,
ekstrakt haldeki enzimin SDS degradasyonu % 75 oldugu belirlenmistir. Besi

ortaminda SDS degradasyon oraninin % 96 oldugu gorilmiistiir.
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Shahbazi ve arkadaslarinin [83] araba yikama atik suyundan izole ettikleri
Pseudomonas aeruginosa susunun spesifik enzim aktivitesinin 24.3 U/mg oldugu
belirlenmis olup SDS degradasyonu i¢in uygun bir izolat oldugu goriisiine

varmiglardir.

Yapilan caligmalar sonucunda P. koreensis SDS10-1 olarak tanimlanan susun saf
kiiltlir ve deterjan sanayi atik sularinda % 83 ile 89 oranlarinda SDS degradasyonu
yaptigi, bu bakterinin tasidigi sdsA geni tarafindan kodlanan alkil siilfataz enzim
aktivitesinin ise 2.9 U/mg oldugu belirlenerek, bu susun SDS uzaklastirma

calismalari i¢in potansiyel olusturdugu belirlenmistir.
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