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OZET

DETERJAN ILE KIRLENMIS YUZEY SULARINDA YUKSEK
DEGRADASYON YETENEGINE SAHIP iZOLATLARIN ARASTIRILMASI

ULUSQY, Hiiseyin
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Ortak Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN
Mayis 2015, 104 sayfa

Biyolojik olarak pargalanabilen deterjanlar, atik isleme tesislerinde veya nehir ve
akarsularda yeterli zaman verildiginde degrade olurlar. Ancak ham su kaynaklarinin
cogunun zaman zaman deterjanlar veya deterjanlarin kismi parcalanmis yan iiriinleri
tarafindan kirletildigi yapilan bir¢ok ¢alisma ile saptanmistir. Sodyum dodesil siilfat
(SDS) ev ve endiistride en yaygin kullanilan deterjanlardan bir tanesidir.
Kullanimindan sonra biiylik miktarlarda yiizey sularina atilmaktadir. Bu durumda
sularin dogal dengesini bozarak, suda yasayan canlilar1 ve onlarla beslenen insanlarin
saghgimi tehdit etmektedir. Bu tez ile Kirikkale-Kizilirmak’in deterjan kirliligi
bakimindan degerlendirilmesi,deterjan ile kirlenmis yiizey sularinda degradasyon
yapma yetenegine sahip olan bakterilerin izole edilmesi, tanimlanmasi, deterjan
degradasyon yeteneklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla yapilan
caligmalar sonrasi deterjan kirliligi tespit edilmis olan bolgelerdenErdemli Mah.-
Sarimusali Mevkii, Bucakyazi-Sazbucagi Mevkii, Kapulukaya Baraj Girisi ve
Kizilrmak 11 Smirt Cikist Mevkii bélgelerinden su &rnekleri alinmis, bu su
orneklerinden SDS degradasyonu yapan bakteriler izole edilmis, bu bakterilerde SDS
degredasyonundan sorumlu sdsA geni arastirtlmis, 16S rDNA sekans analizi
kullanilarak bu bakteriler tanimlanmig ve SDS degradasyon yetenekleri
belirlenmistir. Daha sonra ise SDS degradasyonundan sorumlu sdsA geni tarafindan
kodlanan alkil siilfataz enzim aktivitesi arastirllmistir. Calismalar sonucunda 2.8

U/mg alkil siilfataz enzim aktivitesine sahip Pseudomanas fluorescens SDS3 ve



SDS6, Pseudomanas baetica SDS8 suslart ile, 1.90 U/mg alkil siilfataz enzim
aktivitesine sahip Pseudomanas fluorescens SDS6 izolatlar1 belirlenmistir. % 70 ile
% 80 arasinda SDS degredasyonu gosteren iki Pseudomanas fluorescens
SDS3&SDS6 ile bir Pseudomanas baetica SDS8 izolatlar1 elde edilmistir. Elde
edilen bu izolatlar ile yiizey sularinda bulunan deterjanlarin uzaklagtirma

calismalarinda kullanilmak i¢in potansiyel olusturduklari belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sodyum dodesil siilfat, sdsA, alkil siilfataz, biyoremidasyon,

ylizey sulari, deterjan kirliligi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ISOLATES WITH HIGH DEGRADATION ABILITIES IN
DETERGENT CONTAMINATED SURFACE WATERS

ULUSQY, Hiiseyin
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, 104 Pages

Detergents, especially biodegradable ones, are degraded in wastewater treatment
plants or in streams when sufficient time is given. However, many studies have still
revealed that most of the surface waters are contaminated with detergens or their side
products. Among all detergents, sodium dodecyl sulfate (SDS) is highly common is
household and industry. After its we, most of the SDS discharged in to streams and
endangers aquatic environment and human life. Therefore, this thesis study aimed at
the assesment of Kirikkale-Kizilirmak interms of detergent pollution. Four location,
namely, Erdemli Mah.-Sarimusali Mevkii, Bucakyazi-Sazbucagi Mevkii,
Kapulukaya Baraj Girisi, Kizilirmak Il Cikis1 revealed to be contaminated with
detergents were used to selectively isolate SDS degrading bacteria. After selection
and identification the bacteria were further analysed for their SDS degradation
ability, sdsA gene and alkyl sulfatase enzyme activity. The studies revualed three
bacterial isolates including two Pseudomanas fluorescens SDS3&SDS12-1 and one
Pseudomanas baetica SDS8 with 2.8 U/mg alkyl sulfatese enzyme activity. The
isolates SDS3, SDS12-1 and SDS8 displayed % 70-80 SDS degradation ability. The
study pointed out these isolates as potential isolates for removel of detergents from

contaminated surface waters.

Keywords:.Sodium dodecyl sulfate, sdsA, alkyl sulfatase, bioremidiation,surface

waters,detergent pollution.
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SIMGELER DiZiNi
N Azot
P Fosfor
Ca Kalsiyum
Mg Magnezyum
C Karbon
NasP,0; Pirofosfat
NasP3019 Tripolifosfat
Na(PO3)4) Metafosfat
NasSiO4 Ortasilikat
NaSiO3 Metasilikat
Na,CO3 Karbonat
KISALTMALAR DiZiNi
SDS Sodyum dodesil siilfat
LAS Linear alkil benzen siilfonat
ABS AlKil benzen siilfat
LAB Linear alkil benzen
DBS Dodesil benzen siilfonat
SLS Sodyum lauril eter siilfonat
MBAS Metilen mavisi aktif maddeleri
PZR Polimeraz zincir reaksiyonu
NA Nutrient agar
NB Nutrient broth
S Similarity index



1. GIRIS

Su sikintisininyasandigi birgok iilkede, evsel ve endiistriyel atiklardan kaynaklanan
yiizey sulart kirlilik olaylarinin 6nemi daha da artmaktadir. Su kirliligi yaratan
kirleticiler arasinda deterjanlar da yer almaktadir[1]. Deterjan, genel temizleme
islerinde kullanilan ve igerisinde esas temizleyici olarak anyonik ylizey aktif
maddeler ve temizleme islemine yardimci diger maddeler bulunan toz, graniil,
yumusak kivamli veya sivi haldeki karisimlara denir. Genellikle evlerde temizleme
islerinde, deri, kagit, tekstil, kozmetik ve lastik endiistrilerinde, fotografcilikta,
camasirhanelerde, siit ve mesrubat fabrikalarinda sise yikama islerinde kullanilir [2].
Deterjanlarin bosaltildiklar alici sulara etkileri, kopiik olusturma, biyolojik ayrigma
sonucu oksijen tiiketimi, sudakicanlilar iizerine olumsuz etkileri, 6trofikasyon ve

igme sularina etkileri seklinde 6zetlenebilir [3].

1.1.Literatiir Ozetleri

1.1.1. Cevre Kirliligi

Cevre, en genel anlamiyla, bir canlinin yasam ortami olarak tanimlanmaktadir.
Ekolojik anlamda, bireyle iliskili canli-cansiz her seyi kapsayan bir terimdir [3]. Bu
tamim dogal ve yapay cevreyi icermektedir. Cevre sorunlari, yasamla ilgili
gereksinimlerin karsilanmasini gili¢lestiren veya olanaksizlagtiran engellere iliskin

sorunlardir. Bu engellere ¢evre kirliligi denilmektedir [4].

Cevre kirliligi; su, hava, toprak ve ses kirliligi olmak iizere dort baslik altinda ele
alinabilir. Bu dort temel unsurdan sadece su kirliligine sebebiyet veren deterjanlarin

mikroorganizmalar {izerine etkisi izerinde arastirma yapilmistir [5].



1.1.2. Su Kirliligi

Su kirliligi; kullanilacak bir su kaynaginin, dogal yapisinin herhangi bir olumsuz
fiziksel veya kimyasal etmene bagl olarak bozulmasidir. Kirlilik; besin zincirine
katilan ve cevresel degisikliklere duyarli bircok organizmayr olumsuz yonde

etkilemektedir [6].

Hizli kentlesme, sanayi atiklarmmin kimyasal olarak aritilmadan su sistemlerine
verilmesi, tarim alanlarinda yaygin ve asir1 miktarda pestisit kullanimi su
kaynaklarmin kirlenmesine neden olmustur. Bu durum Oncelikle tatlh su
ekosistemlerinin ve dolayli olarak da kirletilmis suyu kullanan tarim alanlar1 basta
olmak tiizere diger ekosistemlerin bozulmasi sonucunu giindeme getirmistir. Su
ekosistemlerinde 6zellikle de tatli su kaynaklarinda, deterjan miktarlarinin yiiksek
olmasi gerek sucul organizmalarin gerekse de insanlarin hayatlarint olumsuz yonde
etkileyerek potansiyel bir tehlike olusturmaktadir. Endiistriyel veya kentsel atik
sulariile kirlenmis akarsu ve géllerin tarimsal amagla kullanilmasi sonucunda,
topraklarda 6nemli diizeyde iz element ve deterjan birikimi oldugu bilinmektedir.
Canli sisteme giren deterjanlar, besin zinciri ile bir organizmadan digerine tasinarak
canlt sistemlerde yiiksek konsantrasyonlara ulasmakta ve zararlarini yillarca

stirdiirebilmektedir [7].

1.1.3. Deterjan Kirliligi ve Etkileri

Deterjanlardan ¢ok dalli yan zincirleri igermelerinden, ayrismaya ugramadiklarindan
aritma tesislerinde giderilmemekte ve tiim su ortamlarinda belirmektedir. Diiz
zincirli deterjanlar organizmalar tarafindan metabolize edilerek daha kiiglik pargalara
ayrisabilmektedir. Cevre kirliligi dikkate alindiginda deterjanlarin parcalanabilir
tiirlerinin kullanilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir [8].

Deniz suyunda deterjan oranmin 0.1 g/m* den fazla olmasi hallerinde organizmalara
toksik etkiler yapacagi belirtilmektedir. Deterjan atik suyu alici sularda 6trofikasyona
sebep olur. Alg artis1 goriiliir. Bu daha ¢ok N ve P zenginlesmesine baglidir. Oksijen

eksikligi bulaniklik, tabanda asir1 birikme, kokusma ve canli tiirlinde azalma ve



ortamin kullanilmaz hale gelmesi goriiliir. Alg gelismesine sebep deterjanlardaki
fosfor bilesikleridir. Bu fosfor diizeyi ile ortaya ¢ikar. Buna gore 0.1 mg/L fosfor
veya 0.1 g/m’*yil fosfor yiikii Strofikasyon icin simir degerlerdir. Bu su kalitesi
Olciitii olarak kabul edilir. Deterjandan kaynaklanan fosfor miktar1 % 15-20
arasindadir. Bu sebepten ABD tributilfosfat kullanimini1 yasakladi. Fosfat degerini
diisirmede en Onemli husus aritmada fosfatin aritilmasi, desarj yikiiniin % 90

azaltilmasini ve boylece 1 mg/L sinir degere ulasir [8].

Deterjanlar ¢evreye, kopiik olusturma oksijen alig verigini engelleme, biyolojik
pargalanma sonucu oksijen tiikketme, deniz canlilarina etkisi ile zararhidirlar.
Deterjanlar ¢ok kuvvetli balik zehirleridir. Baliklarin solunum yollarn ile tuz
dengesini bozarlar. Solunga¢ hiicrelerinde incelme, biiyiime ve kanama meydana
gelir. Baliklarin kronik olarak az dozlarda maruz kalmalar1 bile onlarin oliimiine
neden olur. Suda devamli fakat az miktardaki deterjan balikta metabolizmay1 bozup

kulugka siiresinin gerilemesine neden olur. Gida zinciri ile insana gegerek zararli olur

[2].

Deterjanli sularda balik, bogulma belirtisi gosterir. 3 ppm’lik bir deterjan
konsantrasyonunun 12 haftada alabaliklarin % 50’sini 6ldiirdiigii bildirilmistir.
Ortamdaki oksijen azalmasi zehir etkisini arttirmakta, suyun sertligi ve yumusaklig
ise zehir etkisini ortam kosullarina gore azaltmakta veya arttirmaktadir. Sert sularda

zehir etkisinin genellikle daha fazla oldugu bildirilmistir [3].

Lineer Alkilbenzen Siilfonat (LAS), 5 ppm konsanstrasyonda da balik solungaglari
tahris eder ve birkag saatte 6liim goriiliilebilir. LAS’1n ekotoksikolojik etkisi deniz
ylizeyini Ortmesi oksijen alis verisini azaltmasidir. Deniz canlilarina etkisi tizerinde
pek cok yayin yapilmistir. LAS, su i¢inde organizmalarda oldugu kadar denizde
sedimentte yigismasi sorunlar1 tasir. LAS ile yapilan g¢alismada solungaglarda
toplandig1 organlarda absorbe oldugu ve baligin biitiin viicudunda goriildigii tespit
edilmistir. Deterjan i¢indeki LAS’1n bu ¢evre kirliliginde etkisi yukarda belirtimistir.
Bu sebepten birgok iilke igme suyu iginde deterjan miktarina sinir getirmistir.
Deterjanlar konusunda Diinya Saglik Teskilati’nin onerdigi limitlere gore igme

suyunda bulunabilecek anyonik deterjanlar 0.2 mg/L’yi ge¢cmemelidir. Yine ayni



kurulusun 1984 yilinda yaymladigi “Igme Suyu Kalitesi i¢in Ana Hatlar” adh
yayinda deterjanlar i¢in sinir deger verilmemekte, ancak igme suyunda kopiik, tat ve

koku meydana getirmeyecek seviyede olmasi gerektigi belirtilmektedir [9].

Sekil 1.1.Deterjanla kirlenmis bir yiizey suyu [25]

Deterjanlar canlilara igme 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 ylizey aktif madde verir. Prensip olarak
kiigiik cocuklarda goriilen kazasal yutmalarda evde kullanilan deterjanlar kesin
olarak tehlikeli bir faktér olup, bu gibi kazalar sonucu zehirlenmelere ¢ok dikkat
etmek gerekir. Deterjanlar deri alt1 iltihaplart yapip, deri Gstiini tahrip etmektedir.
Tekstil sanayiinde kullanilan ve icinde yiizey aktif maddeler igeren deterjanlar

insanlarda dermatit olusturmaktadir [10].

Organizmanin tolere ettigi konsantrasyonlar katyonikler i¢in % 0.5 anyonikler ve
nonyonikler i¢in % 20 dir. Katyonikler ciddi tahris meydana getirir. Bu halde temas
ettigi yeri siiratle bol su ile yikamak gereklidir. Anyonik deterjanlar gozde anestezi
yaparlar.Korneada hassasiyeti arttirirlar ve gézyasina sebep olurlar. G6z yas1 akitma
sinir1 konsantrasyonu, dokuda zarar meydana getirme sinirinda degildir. G6z yast

arttirmada yiiksek konsantrasyon kimyasal yanmaya ve korneal epiteliumda kayiplar



meydana gelir. Surfektanlarin 6zellikle ekotoksikolojik etkileri iizerine ¢ok c¢aligsma

yapild1 [11].

LAS’mn toksisitesi iizerinde durulma sebebi tabak, bardak vb. gibi esyalarin
temizlenmesi gayesi ile kullanilma esnasinda bu kaplarda iyi durulmama sonucu
bakiye olarak kalmasi sonucu bu kaplarda yeme ve igmeden insanin bu maddeyi
almasidir. Bu arada dis macunlarmin yapisina girmesi sonucu agizda bakiye olarak
kalmas1 ve buradan absorbe olmasidir. Insan igin bir diger konu bu yiizey aktif
maddenin sampuanlarin yapisinda temel madde olmas1 ve saga, goze zararl etkileri
olmasidir. Keza denize atiklarla bulagmasi sonucu deniz yiizeyinde toplanmasi ve
denizin oksijen alis verisini engellemesidir. Ayrica deniz canlilarinda birikmesi ve

toksik etki gostermesidir [12,13].

Deterjanlar denizel c¢evrede kopiik olusturmasi ile goriinimii beyazlar biyolojik
parcalanmasi ile oksijeni tiiketirler. Insanin yemek pisirilen kaplar, tabak, bardak ve
ictigi sudan aldigi anyonik surfaktan miktari, 0.5 mg/L anyonik surfaktan igeren bir
suyu insanin giinde 2 litre su igcmesi hesabi ile aldig1 surfaktan miktar1 1mg/giin,
meyve-sebzeden 0.3-2.5 mg/giin ve total olarak 1-10 mg/giin anyonik surfaktan
aldig1 saptandi. Aradan gegen yillar sonra bugiin kullanilma orani 10-50 kat artan

surfaktanlarin insana ge¢me olasilig1 bu belirtilen rakamlarin ¢ok tistiindedir [14].

1.1.4.Deterjanlar

Deterjan, petrol tiirevlerinden elde edilen, temizleme, aritma 6zelligi bulunan, toz,
siv1 veya krem durumunda olabilen kimyasal madde, ariticilardir. Deterjanin, kelime
anlamu kir sokiicli olup sabun disindaki temizleyicilerin tiimiinii kapsar. Yiizey aktif
0zelligi nedeniyle temizleme iglerinde kullanilan, i¢inde yardimci kimyasal maddeler
de bulunduran karigimlara deterjan denilmektedir [15]. Deterjanlar kompleks ve
sentetik yapili maddelerdir. Sabun ve deterjanlarin kimyasal yapist c¢ok farkl
oldugundan temizleme islevindeki etkileri de farklidir. Sabun asidik ve sert sularda
etkili degildir (Sert sudaki Ca™ ve Mg ile (C17H3sC0OO0), olusur ve ¢dker) bir
cokelti olusturur. Buna karsilik deterjanlar bu tip sularda etkilidir. Yiizey aktif madde


http://tr.wikipedia.org/wiki/Petrol
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(stirfaktan) ismi sabun, deterjan, emiilsiyon olusturan maddeler, 1slatict maddeler i¢in

kullanilan genel bir isimdir [16, 17].

Deterjanlar, her biri temizlemede ayr1 bir gorev yapan, pek ¢ok maddenin g¢ok
kompleks bir karigimidir. Yiizey aktif maddeler veya siirfaktanlarla ilgili modern
kavram, sabunlari, deterjanlari, emiilsifiyanlari, 1slatict maddeleri ve girme
(penetrasyon) maddelerini kapsamaktadir. Biitlin bunlar, birbirleriyle temasta olan iki
faz arasindaki ylizey tabakasinin 6zelliklerini degitirerek, aktifliklerini siirdiiriirler.
Yiizey aktif maddelerin pek ¢ogu, molekiiliin bir ucunda suyu ¢eken (hidrofilik) ve
diger ucunda suyu iten (hidrofobik) bir grup bulundururlar. Deterjanlar, kirleri

uzaklastirmada etkin olan bu 6zelliklere, fazlasiyla sahiptirler [18].

Deterjanlar, deniz, gol, nehir ve igme sularini kirletme agisindan onem tasirlar.
Deterjanlar kompleks bir yapiya sahiptirler. Degisik madde igerigi yaninda
surfaktanlar, temizleme 6zelligi dolayisi ile 6n plana ¢ikar [19].

Surfaktanlar ylizey aktif Ozellige sahip maddelerdir. Yiizey aktif madde yiizey
gerilimini distirme ozelligine sahiptirler. Suyun molekiileri arasinda kohezyon
kuvvetleri vardir. Bu kuvvetler arasindaki girift elektrik kuvvetlerinden olusur. Su
yiizeyindeki molekiil kuvvetle siv1 i¢ine dogru ¢ekilir ve bu molekiiller su yiizeyinde
birbirine yaklasarak bir film olustururlar. Bu film igeriye ve disariya kars1 biiyiik bir
dirence sahiptir. Buna “yiizey gerilim” denir. Linear Alkil Benzen Siilfonat (LAS) ve
yag alkolii siilfat, suda veya sulu bir ¢ozeltide ¢oziindiikleri zaman ylizey gerlimini
etkileyen (¢ogunlukla azaltan) herhangi bir bilesiktir. Bu iki sivi arasindaki
yiizeylerarasi gerilimi de etkiler. Sabun ve deterjanlarin surfaktanlari, ayni sekilde
yiizey gerilimini azaltarak, yikama igleminin temizleme ve kopiik olusturma gorevini
yerini getirirler. Deterjanlar, kirleri uzaklastirma ozelliklerine fazlasiyla sahiptirler
[20].

Aksine suyun gerilimi yiiksek oldugundan yabanci madde su yiizeyinde yayilmaz ve
toplu halde (6rnegin yag/su i¢inde) damla halinde kalir veya mono molekiiler bir
tabaka halinde su yiizeyinde yayilir. Surfaktanlar ise yiizey gerilimi diisiirmesi ile bu
maddenin su ile karigmasini, su igine c¢ekilmesini, ylizeyden iceriye dogru

cekilmesini saglanir. Bu sekilde yagin herhangi bir materyalden temizlenmesi



saglanmis olur. Bu sabunlarin temizleme mekanizmasini gosterir. Deterjan yapisinda
fosfatlar (pirofosfat (NasP,O7), tripolifosfat (NasP301), metafosfat Na(POs),) igerir.
Engok tripoli fosfat kullanilir. Fosfatlarin hidrolizi sonucu orto fosfat (inorganik)
olusur ve kalsiyum ile reaksiyon sonucu dogar ve kalsiyum, magnezyum bdylece
tutulur ve koplgin olusumunu engelleyici etkisi ortadan kalkar. Burada pH
onemlidir [21].

Deterjanin yapisinda kalsiyum bloke edici maddeler disinda dispersiyon yapici,
peptize ediciler, siispansiyon yapicilar sodyum perborat (oksijenlenerek agarlatici
roli vardir), silikatlar (ortosilikat (NasSiO,4), meta silikat (NaSiOg3), sequester ajanlar
(EDTA), nitrilo asetikasit (agir metalle selat teskil ederler) ve alkali (karbonat,
Na,COs) vardir. Silikatlar kirin asili kalmasini saglar ayrica aluminyum ve ¢eligin

korozyonunu engeller [21].

Deterjanlar icerdigi yiizey aktif madde surfaktan dolayisi ile yag1 emiilsiye eder ve
icindeki askida tutucular (siispansiyon yardimcilari) ile kati maddeleri siispansiyon

halinde ¢6zelti i¢inde tutar ve su ile bu kiitle temizlenir disar1 atilir [19].

Zeolit 4 A maddesi, cogunlukla bir deterjan katki maddesi olan ve gevre kirliligine
yol agtig1 diisiiniilen sodyum tripolifosfata (STPP) alternatif olarak diisiiniilen bir
kimyasal maddedir. Metal alliminyum iiretiminde ara satha iriinii olarak iiretilen
¢ozeltiden sentetik zeolit elde edilebilir. Sularda asir1 yosunlasmaya yol agarak ¢evre
kirliligi yarattign gerekgesiyle Isvigre deterjanlarda STPP kullanimini yasaklarken,
baz1 iilkeler de sinirli kullanimini 6ngérdii. Ancak Isvigre, deterjanlarda STPP
kullanimimin yasaklanmasiyla zeolitli deterjan atiklarinin zamanla ¢okerek
kanalizasyon sistemlerinde tikanikliklara yol actigim1 saptamistir. Bilimsel
arastirmalarda, sulardaki fosfatin azaltimimin, sadece deterjanlarda kullanilan

STPP’nin kisitlanmasi veya yasaklanmasiyla saglanamayacagi tespit edilmistir.

1.1.4.1. Detarjanlarin Ozellikleri

Deterjanlarin genel 6zellikleri asagidaki gibidir; Surfaktanlarin absorbsiyonu ve film



teskil etmesi; Surfaktanlar i¢ faza absorbe olmadan yiizeye tutunurlar. Burada
sorpsiyondan bahsedilir ve surfaktanlarin yiizeyde sorpsiyon sisteminden bahsedilir.
Yiizeye zayif kuvvetle tutunur. Surfaktanlar tekstil materyaline absorbe olur.
Sabunlar selliilos materyale absorbe olur. Asidik sabun (RCOONa. RCOOH) biiyiik
miktarda absorbe olur. Yiiksek pH ise absorpsiyonu yavaslatir. Anyonik surfaktanlar
katyoniklere gore daha az absorbe olurlar [22]. Kopiik teskil etme ve 1slatma; Kopiik
uygulamada 6nemi biiyiiktiir. Kopiigiin tesekkiil hizi, hacmi ve stabilitesi surfaktan
icin 6nemlidir. Stabilitesi, parcalayici ajanlara, 1siya ve kopiik giderici kimyasallara
baglidir [19]. Emiilsiyon yapma ve dagitma 0&zelligi; emiilsiyonlar su/yag veya
yag/su tipi olarak bilinen iki fazli sistemlerdir. Bu sistemde 1.de su, 2.de yag i¢ faz1
teskil eder. Bu sistemin mekanik karistirma ile elde edilmesi disinda sebatlilig
arayan tl¢lincli bir fazin girmesini saglar. Bu ii¢lincii faza emiilgatorler denir ve bu
yaptig1 ise emiilsiyon yapma kabiliyeti denir. Surfaktanlar burada emiilgator rolii
oynarlar ve yag yiizeyini bir film seklinde orterek onu su igine alir ve yikamada yagi
gidermede rol oynar. Dagitict etki kiri teskil eden pargaciklarin su ig¢inde asili
kalmasimi saglamadir. Siispansiyon denilen bu sekil iki fazli sistemlerdendir.

Maddenin parcacigin suda asili kalmasinda degisik maddeler rol oynar [19].

1.1.4.2. Sentetik Deterajanlar

Genel temizlik, ¢amasir, bulasik gibi temizleme islerinde kullanilan ve igerisinde
esas temizleyici olarak degisik tipteki ylizey aktif maddeleri ihtiva eden veya
etmeyen ve temizleme islemine yardimci diger maddeler bulunduran toz, graniil,

yumusak kivamli veya s1vi karigimlardir [23].

1.1.4.3. Deterjanlarm Yapisindaki Yardimer Katki Maddeleri

Yardimci katki maddeleri olarak kopiik ayarlayicilar, yumusatici gérevindeki yiizey
aktif maddelerin yaninda enzimler, antidepozitanlar, optik parlaticilar, boyar
maddeler ve dolgu maddeleri kullanilmaktadir. Parfiimler, boya ve dolgu maddeleri

deterjanlarda halkin begenisini ve ilgisini kazanmak i¢in kullanilan maddelerdir [24].



Enzimler; ¢amasir iistiindeki insan viicudundan kaynaklanan kirlerdeki ester ve peptit

baglarini1 koparip temizleme islemini yaparlar [25].

Optik parlatict; en yaygin kullanilani stibilen tiirevleridir. 19. yiizyil ortalarindan
itibaren kullanilan ¢ivit de optik parlatici gorevini gérmektedir. Bu maddeler
camasirlarin beyaz ve parlak goriinmesini saglamak amaciyla kullanilirken
goriinmeyen ultrviyole 15181, goriilebilen mavi 1s18a gevirmektedir. Buda miikemmel

beyazlik goriinimii verir [26].

Yiizey aktif maddeler, kimya endiistrisinin Onemli {rlinlerinden biridir ve
temizleyiciler yaninda ¢ok degisik alanlarda kullanilmaktadir. Yiizey aktif madde
olarak bu kadar ¢ok sayida kimyasal madde tiretilmekle birlikte, bu maddeleri,
anyonik, katyonik, amfoterik, ana basliklar1 altinda 4 grupta toplamak miimkiindiir.
Batida 1987 yili itibariyle iiretilen yiizey aktif maddenin % 62’sini anyonik, %
29’unu nonyonik, % 9’unu katyonik ve % 0.5’ini amfoterik maddeler olusturmustur.
Bu dagilim 1982 yilindan bu yana fazla degisiklikler gostermemistir. Ancak katyonik
yiizey aktif maddelerin iiretim ve tiiketim hizlarinin, anyoniklerin daha fazla
gerceklestigi soylenmektedir. Hangi gruptan olursa olsun, yiizey aktif maddelerde
ortak ozellikler bulunmasi gerekmektedir (Cizelge 1.1) [27].

Cizelgel.l. Yiizey aktif maddelerin uygulama alanlari [27]

Yiizey Aktif Maddelerin Uygulama Alanlar:

Tiiketim triinleri Tekstil ve iplikler
Deterjanlar Kimyasal endiistri
Bulasik yikama malzemeleri Boyalar, vernikler
Ozel iiriinler Seluloz ve kagit
Endiistriyel uygulama Deri ve kiirkler
Yiyecekler Fotograf endiistrisi
Tlaglar Metal isleri

Bitki Koruma ve zehir kontrol Galveniz teknigi
Ziraat Yapistiricilar
Madencilik ve flotasyon Demir yolu ingaat1 ve yapim malzemeleri
Petrol kimyas1 Yangin sondiirme




1.1.5. Deterjanlarin Siiflandirilmasi

1.1.5.1. Anyonik Deterjanlar

Bunlar sulu ¢ozeltide anyon seklinde iyon veren maddelerdir. Evlerde kullanilan

deterjanlar bu gruba girerler.

Anyonik deterjanlar; dogal deri yagini gidererek deride tahris, kizariklik ve popular
dermatitis yaparlar. Hassas insanlarin derisinde deride ag¢ilma ve kanama yapar. Agiz

yolu ile alinmasinda mide barsak bozukluklari, diyare, kusma yapar [20].

1.1.5.1.1. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

SDS organik bir bilesik olup, anyonik yiizey aktif madde olarak pek ¢ok temizlik ve
hijyen iiriinlerinde kullanilir. Igerigindeki tuza 12 kuyruklu siilfat grubuyla baglanir
ve ampifirik 6zellik verir. Daha ucuz temizlik iirlinleri elde etmek i¢in hindistan
cevizi ve palmiye yagi yaygin olarak kullanilir. Bir¢ok ev temizlik iirlinlerinde
kullanilan yaygin bir bilesiktir. SDS’in ticari 6rnekleri genelde diger alkil siilfat ana
bileseni olan dodesil siilfat karigimidir. Su ile kolay muamele edildigi i¢in ticari
formu genelde toz halde satilir. Kullanilan en yaygin deterjan tiirii olan SDS son
derece etkili bir ylizey aktif maddesidir. Yagl leke ve atiklarda cok etkilidir. Motor
yag1 arindirma, zemin temizleyiciler ve araba yikama sabunlari gibi endiistriyel
tirtinlerde yiiksek konsantrasyonlardabulunur [28]. SDS ayrica labaratuarda, DNA
ekstraksiyonu sirasinda hiicreleri lizis etmek igin ve proteinlerin ¢oziilmesi igin

protein elektroforezinde kullanilir [29].

1.1.5.1.2.Linear Alkil benzen Siilfonat (LAS)
1965 yilinin ortalarinda deterjan endiistrileri alkil benzen siilfonat (ABS)

tiretiminden,  biyolojik  olarak  ayrisabilen LAS  iiretimine  doniismeyi

gerceklestirmislerdir. LAS, diiz zincirli gruba sahip yapida bir alkil aril siilfonattir.
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ABS ise dallanmis zincirli alkil grubu, benzen halkas1 ve siilfonattan olugmaktadir.
Lineer alkilat1 elde etmek iizere diiz zincirli alkil grubu benzenle kondense olur ve
daha sonra alkilat LAS elde etmek lizere siilfonatlanir. LAS’in yiizey ve yeralti
sularinda ortalama olarak parcalama siiresi 2-20 gilindiir. Suda kolay parcalanabilir
son bir iiriin linear alkil benzen sulfonat (LAS)’tir. Bugiin en ¢ok kullanilan anyonik
deterjan LAS’in linear dizide karbon sayisi Cg — Cig arasinda degisir. Alkil gurubu
dalsizdir. Buna benzen, halkasi Friedel — Craft reaksiyonu ile eklenir. Bu linear alkil
benzen (LAB) olarak tanimlanir. Bu yapidaki benzen halkas1 farkli karbona
baglidir.[30].

Alkil Aril Siilfonatlara ait; Dodosil Benzen Sodyum Siilfonat ve Larik Alkol tiirevi;
Sodyum Lauril Eter Siilfat; bu grup deterjanlarin ¢ogu siilfat veya siilfonatlarin alkali
tuzlaridir. Kullanim alanlart ¢ok genis olup, total deterjan iiretiminin biiylik bir
boliimiinii olustururlar. Deneylerde bu gruba ait dodosil benzen siilfonat (DBS) ve

sodyum lauril eter siilfonat (SLS) kullanilmistir [31].

1.1.5.2. Nanyonik Deterjanlar

Sulu ¢6zeltide iyon veremeyen maddeler olup endiistirde az kullanilmakla beraber
renk agma ozellikleri nedeni ile anyoniklerin yerini alma egilimini gostermektedirler.
Oksietilenli alkil arillere ait, alkil fenol poli etoksilat bu gruba ait nonyonik
deterjanlardir. Sulu ¢ozeltide vermeyen eriyebilirlik, molekiil i¢indeki etilen oksidin
yag alkolleri ile veya alkil fenollerle birlesmesi sonucu olusan hidrofil gruplara
baglidir. Kullanim alanlar1 kisithidir. Bu linear dizide karbon sayis1 Cg — Cy9 arasinda
degisir. Alkil gurubu dalsizdir. Buna benzen, halkasi1 Friedel — Craft reaksiyonu ile
eklenir. Bu linear alkil benzen (LAB) olarak tanimlanir. Bu yapidaki benzen halkasi

farkli karbona baglidir [27].

Nanyonik deterjanlar deride hafif tahris yaparlar. Agiz yolu ile 20 g alinmasi
herhangi bir semptom meydana getirmez. Zamanla nonyonik deterjanlarin ortaya
cikmastyla, deterjanlara olan talep biiyilik oranda artmistir. Son yillarda akarsulardaki
deterjan kirliligi ve evsel atiklarin 1slah bolgeleri konusunda verilen ilanlar, diiz

zincirli alkil aril siilfonatlarin biyolojik bozunmalarmin gelistirilmesi i¢in Onciiliik
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etmektedir[20].

1.1.5.3. Katyonik deterjanlar

Bu grup deterjanlar sulu ¢ozeltide katyon seklinde iyon veren maddelerdir.
Genellikle ecza sanayinde kullanim alanlarinda ¢ok 6zellesmislerdir. Cogu dortlii
kloriir veya bronidli amonyum bilesiklerdir. Katyonik deterjanlar kii¢lik bir kimyasal
grup tarafindan temsil edilmektedirler. Kullanim alanlarinda ¢ok 6zellesmislerdir ve
denize ulasan deterjan miktar1 icerisinde yaklasik %1 oraninda bulunurlar [32].
Katyonik deterjanlar antiseptik 6zellikleri vardir. Deride bakteriyi pargalar, cerrahide
kullanilir. Oldiiriicii doz 1-3 g’dir. Konsantre ¢ozelti absorbe olur ve hiicre
fonksiyonuna miidahale eder. Istya dayaniksizdirlar, pargalanirlar. Katyonik
deterjanlar, anyonik deterjanlardan daha zehirlidir [20].

1.1.6. Atiksu Aritma Yontemleri

Evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger kullanimlar sonucunda kirlenmis veya 6zellikleri
kismen veya tamamen degismis sular ile maden ocaklar1t ve cevher hazirlama
tesislerinden kaynaklanan sular ve yapilasmis kaplamali ve kaplamasiz sehir
bolgelerinden cadde, otopark ve benzeri alanlardan yagislarin ylizey veya yiizeyalti

akisa dontismesi sonucunda gelen sulara atiksu denir [33].

Sularin ¢esitli kullanimlar sonucunda atiksu haline doniiserek yitirdikleri fiziksel,
kimyasal ve bakteriyolojik 6&zelliklerinin bir kismint veya tamamini tekrar
kazandirabilmek ve/veya bosaldiklart alict ortamimn dogal fiziksel, kimyasal,
bakteriyolojik ve ekolojik oOzelliklerini degistirmeyecek hale getirebilmek igin
uygulanan fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritma islemlerinin birini veya birkagina
atiksu aritma denir. Atiksuyun niteligine gore kullanilacak aritma prosesleri de
farklilik gostermektedir. Atiksu igerisinde bulunan ¢6ziinmiis organik maddelerin
bakteriyolojik faaliyetler sonucu giderilmesi i¢in biyolojik aritma tesisi, atiksu

icerisinde ¢oziinmiis veya askida bulunan ve gravitasyonla ¢okelmeyen maddelerin

12



cokeltilerek sudan uzaklagtirllmasi i¢in kimyasal aritma tesisi, suyun igerisinde
bulunan ve kendiliginden ¢okebilen kati maddelerin atiksudan uzaklastirilmasi igin
fiziksel aritma tesisi tercih edilmelidir. Bu prosesler ayr1 ayr1 kullanilabilecegi gibi

birbiri ardina gelecek sekilde de kurulabilir [34, 35].

1.1.6.1. Fiziksel Aritma

Fiziksel aritma atiksu igerisinde bulunan yiizer maddeler ile kendiliginden ¢okebilen
kati maddelerin giderilmesi amaciyla yapilir. Bu amagcla kullanilan ekipmanlar;
1zgara ve elekler, kum ve yag tutuculardir. Bu yonteme flotasyon (yiizdiirme) adi
verilir. En ¢ok kullanilan yontemdir. Genel olarak biyolojik veya kimyasal aritma
tesisilerinin basinda da fiziksel aritma tesisleri kullanilir. Bu sekilde atiksu igerisinde
bulunan kirleticilerin bir kisminin giderilmesi miimkiin olacaktir. Kimyasal veya
biyolojik aritma tesislerin basinda kurulan fiziksel aritma tesisleri, hem ana aritma
sistemine gelecek kirlilik yiikiinii azaltacak, ana aritma igerisindeki boru, vana vb.
ekipmanlarin zarar gérmesini engelleyecek ayni zamanda ana aritma tesisinin isletme

maliyetini diistirecektir. [14].

m Temiz su gikast

Atiksu gingt

Sekil 1.2. Fiziksel aritma sisteminin sematize edilmesi [14]
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1.1.6.2. Kimyasal Aritma

Suda ¢oziinmiis halde ve askida bulunan kat1 maddelerin ¢okelmesini ve bu sekilde
sudan uzaklastirilmasini saglayan kimyasal aritma tesisilerinde, uygun pH araliginda
atiksuya kimyasal maddeler ilave edilmektedir. Kimyasal aritma proseslerinde
¢okeltme islemini saglayan bu kimyasal maddeler koagiilant madde adiyla anilir.
Kimyasal aritma prosesinin tiniteleri, atiksuyun uygun pH araligma getirildigi
noétralizasyon boliimii, atiksuya cokeltimi saglayacak kimyasal maddelerin ilave
edildigi koagiilasyon boliimii ve koagiilant ilave edilmis atiksuyun uygun hizda
karistirtlmasi ile floklarin olugmasini ve ¢okeltimi saglayan flokiilasyon boliimiidiir

[18].

Temiz su gtkigt
Atskess girigi u ’ i
el

e o ]

Sekil 1.3. Kimyasal aritma sisteminin sematize edilmesi [18]

1.1.6.3. Biyolojik Aritma

Son yillarda geleneksel aritma yontemlerine alternatif ve etkin bir yontem olarak
biyolojik aritma yontemleri calisilmistir. Bu yontemler hedef kirleti ileri ytliksek
emilim ya arak uzaklastirmasi, ¢evre dostu olmasi, diisiik isletme maliyeti ve
mitkemmel performans goéstermesi gibi ¢esitli sebeplerden dolayr geleneksel

yontemlere gore daha ¢ok avantaja sahiptir [36].

14



1.1.6.3.1. Degradasyon

Asin deterjan kullanimindan kaynaklanan atiksu sorunu yillar gectik¢ce baskin hale
gelmistir. Bilindigi gibi deterjanlar su hayatinda zararli etkiye sahiptir. Deterjan ve
fosfat kirliliginin 6nlenebilmesi i¢in biyolojik parcalanabilirligi fazla olan yiizey aktif
maddeler kullanilmahdir. Biyolojik aritimda, deterjan ve dolayisiyla fosfatin
mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi1 seklinde uygulanabilir. Bir¢ok
mikroorganizma tiirliniin deterjanlar1 karbon kaynagi olarak kullanabildikleri dikkate
alinirsa, deterjan miktarlar1 azaltilabilecektir. Boylece hem deterjan miktarlar
kaynaginda kontrol edilerek, alic1 sularda canlilar i¢in toksik etkiler azalacak, hem de
deterjan kaynakli fosfatlar da biyolojik aritim tesislerinde ©nemli o6lgiide
tutulabilecektir. Diger bir yontem de, kimyasal aritmanin biyolojik aritma ile birlikte

kullanilmasidir [2].

Bazi mikroorganizmalar deterjan Kirliligi sulara adapte olmuslardir. Bu
mikroorganizmalarin deterjanlar1 karbon ve kiikiirt kaynagi olarak kullandiklari
bildirilmektedir [37, 38]. Deterjan ve sampuanlarin bulundugu nehir suyu
orneklerinde dogal mikrobiyal kommunitedeki hiicre sayisindaki artisin, metabolik
islemler icin tek karbon ve enerji kaynagi olarak yiizey aktif maddelerin
kullanilmasindan  kaynaklanmig  olabilecegi  bildirilmistir. ~ Deterjan  ve
sampuanlardaki sodyum tripolifosfat gibi maddeler mikrobiyal gelisme igin besin
kaynagi olarak da kullanilabilmektedirler [37, 39]. Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterococcus majodoratus, Klebsiella liquefasciens, Enterobacter
liquefasciens, Klebsiella aerogenes, Enterobacter agglomerans, Staphylococcus
albus, Proteus, Klebsiella oxytoca ve Brevibacterium gibi izole edilen bakterilerin
deterjan degrade edebildikleri Metilen Mavisi Aktif Maddeleri (MBAS) analizi ile
belirlenmistir [40].

Bacillus cereus, Acinetobacter calcoaceticus, Pantoea agglomerans, Pseudomanas

gibi bazi bakteriler karbon kaynagi olarak SDS’i kullanabilirler [41]. Yapilan
calismalarda izolatlarin SDS’i % 80 oraninda degrade ettigi goriilmiistiir [42].
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1.1.7. Deterjan Degrade Eden Bakterilerin Tammmlanmasinda Kullanilan

Teknikler

Mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda ve tanimlanmasinda kullanilan klasik
tekniklerin sinirli olmasindan dolayi, mikrobiyal ¢esitlilik ve mikroorganizmalarin
ekosistemdeki rolii ile ilgili bilgilerimiz olduk¢a azdir. Mikroorganizmalar birbirine
benzerliklerinden dolayi, morfolojik yapilarina gore siniflandirma yapmak zordur.
Metabolik ve biyokimyasal ozelliklere dayanan siniflandirmada karsilagilan en
biiyiik problem ise; mikroorganizmalarin birebir kendi dogal ortamlarini yansitan
kiiltiir ortamlarinda yetistirilememesidir. Bu nedenle mikrobiyal g¢esitliligi ve
mikroorganizmalarin ekosistemdeki roliinli daha iyi anlayabilmek i¢in, tamamlayici
mikrobiyolojik yaklagimlara ihtiya¢ vardir. Mikrobiyal cesitliligi ve dagilimi
belirleme c¢alismalarinda, 16S rDNA gibi molekiiler isaretlerin kullanilmasi ile
molekiiler mikrobiyal ekoloji olarak tanimlanan yeni bir disiplin ortaya c¢ikmustir.
Termal su kaynaklari, sediment yapilar ve deniz suyu gibi farkli habitatlardan alinan
numunelerde, molekiiler tekniklerin temelini olusturan (16S rDNA parcalarinin
kopyalanmasi gibi) yontemlerle yapilan ¢alismalar sonucunda, mikrobiyal ¢esitliligin
bildigimizden ¢ok fazla oldugu ve klasik tanimlama tekniklerinin ne kadar yetersiz

kaldig1 anlagilmistir [43].

1.1.7.1. Geleneksel Teknikler

Saf kiiltiirlerin izolasyonu, morfolojik, metabolik ve biyokimyasal temellere dayanan
geleneksel mikrobiyolojik teknikler, mikrobiyal cesitlilik ile ilgili genis bilgi
vermektedir. Ancak bu teknikler, mikroorganizmalarin ekosistemdeki roliinii
algilamaya yonelik caligmalarda tek basma yetersiz kalmaktadir. Ciinkii bu
yontemlerin ¢ogu ya mikrobiyal aktiviteyi dolayli yollardan 6lgen yontemlerdir ya da
ex-situ tekniklerdir. Bu tekniklerle mikroorganizma grubu kendi yasam ortam
disinda teshis edilmektedir. Ayrica, klasik yontemlerde saf kiiltiir elde etme
asamasinda, mikroorganizmalarin yasam ortamlar1 tam olarak temsil edilemedigi

igin, ortamda istenmeyen bagka tiirler olusabilmektedir [44].
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Ekosistemdeki bakteriyel cesitliligin fazlalig1 géz 6nilinde bulunduruldugunda, klasik
yontemlerle tespit edilen prokaryotik tiirlerin sayisi (Bakteri ve arkeler) oldukca
azdir ve bakteriyel ¢esitlilige ait resmin tamamini tespit etmek oldukca zordur.
Simdiye kadar yaklagik 7000 bakteri tiirii tespit edilmistir. Fakat molekiiler ve
ekolojik tahminler bu sayinin kat kat fazla oldugu goriisiindedir [44, 45]. Bununla
birlikte, mikroorganizma g¢esitliliginin ve dagiliminin belirlenmesinde, molekiiler
tekniklerin kullanilmas1 kiiltirden bagimsiz ve genis aralikta mikroorganizma
tiirliniin tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Bu nedenle son yillarda aritma
sistemlerinde hem aritma verimini degerlendirmek hem de mikroorganizma
gruplarindaki degisimi izleyebilmek icin molekiiler teknikler kullaniimaya

baslanmustir [46].

1.1.7.2. Molekiiler Teknikler

Tiim bakterilerde ortak genler bulunmasi bilinen bir gergektir ve bu genlerin baz
dizilerinde tiirden tiire degisen kisimlar bulunur. 16S rDNA molekiilii yasayan tiim
canlilarda bulunmaktadir ve evrim siireci boyunca korunmustur. Bu o6zellik
organizmalarin karsilastiritlmasina, hatta ayni tiirdeki farklilagmalarin (strain)
tespitine imkan vermektedir. Dahasi gen dizilimi ile ilave istatistiki olarak ilgili

verilerin elde edilmesi miimkiin olabilmektedir (Cizelge 1.2) [43].

RNA genleri molekiiler teknikler kullanilarak yapilan arastirmalarda en ¢ok tercih
edilen genlerdir. Bununla birlikte, pek ¢ok mikroorganizmanin 16S rDNA geninin
dizi analizi bilgilerini iceren ve gilinden giline genisleyen bir veri bankasinin
bulunmasi da bu geni hedef alan molekiiler tekniklerin kullanim alaniin artmasini

saglamustir [47].
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hiicrelenn dogrudan

Cizelgel.2. Mikrobiyal ¢esitliligi belirlemede kullanilan teknikler ve kiyaslamalar
[47]
Teknik Avantajlan asitlamalan Kullanim Ornekleri
Cozalnlmz rRNA Kultirden bagims:z DNA ekstraksivonu ve  Aktf camurda
kezim anahizi Geni; bir araliktaka polimeraz zincir mikrobiyal cezitiihzin
mikroorganizmalarigin  reaksiyvonu (PZR) belirlenmesi
uygun bir analiz saptamalan
yontenudir. Say1sal dezildir.
Denatinleyicl Kultirden bagimsiz DNA ekstraksivorm ve  Mikrobiyal komunite
kademel: jel Gemni; bir araliktaka PZR saptamalan kompozisyonu
elektroforezi (DGGE) mikroorgamizmalarigin  Saysal degildir Populasyon degizimi
uygun bir analiz Kisa hedef
yontemidir. dizilemelennden dolay
1RNA gen dizilionm dzgunlik sorunu
heterojenlifinin
kullanimm
Ugtan kesiimi; parga Kultirden bagimsiz DNA ekstraksivonu ve  Seliloz fabnkas:
uzunlugu polimorfizmi  Genij bir arahktaki PZR zaptamalan atiksuyunda
(t-RFLP) mikroorganizmalar igin mikrobiyal komiimte
uygun bir analiz kompozisyonu
yontemidir.
Floresan in situ Sayisal Inakf hiicreler tespit Evsel atk suyunda
hibndizasyon (FISH) Kultir edilemeyenlen edilemeyebilir. bakteniyel kominite
de igeren mukrobiyal kompozisyonu

mikrobiyal komiinite

gorsel olarak ayut

edilmest

vapisimn yennde

anahz

1.1.7.2.1. 16S rDNA Dizi Analizi

Ribozomal RNA’lar, miikkemmel evrimsel kronometreler olmalarini saglayan gesitli
ozelliklere sahiptirler. Ribozomal RNA’lar oldukca biiylik, islevsel olarak sabit,
evrensel olarak yaygin molekiiller olup, tiim hiicrelerde niikleotit dizisinin
korundugu ¢ok sayida bolge igerirler. Prokaryotlarda biiytikliikleri; 5S, 16S ve 23S
olan 3 ¢esit ribozomal RNA molekiilii vardir [48]. Son yillarda bakterilerin
molekiiler yontemlerle identifikasyonunda hedef olarak seg¢ilen Onemli gen
bolgelerinden biri 16S rDNA genidir. 16S rDNA gen dizisi, tim canlilarda ytliksek
derecede korunmusluk gostermektedir. Genomda bu rDNA bolgesi hem bakteriye
0zgii ¢ok 1yl saklanmig dizileri icermekte, hem de tiire gore degisken olan dizileri
barmmdirmaktadir. Bu degisken diziler genellikle arastirmacilar tarafindan heterojen
fenotipe sahip veya konvensiyonel bakteriyolojik testlerle kiiltiirii zor olan

bakterilerin PZR ile tanisi i¢in primer bdlgelerinin tasarlanmasinda kullanilmaktadir

[48]. Bu degisken dizilerin PZR ile g¢ogaltilmasi sayesinde tiir tayini miimkiin
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olabilmektedir. 16S rDNA’y1 kodlayan gen dizisinin &zellikle bakteriler arasindaki
akrabalik iligkilerinin c¢ikarilmasinda kullanimi yayginlasmistir. Bu  evrensel
molekiiliin tagidigr niikleotit dizileri, filogenetik gruplar arasinda gosterdigi
benzerliklere gore, evrimsel yakinligin yorumlanmasinda etkin rol oynamaktadir.
Gliniimiizde bilinmeyen bir bakterinin cins hatta tiir seviyesine kadar

tanimlanabilmesi 16S rDNA geni yardimiyla miimkiin olabilmektedir [48].

16S rDNA dizisi bakteriler arasindaki filogenetik iliskiyi agiklamada kullanilan
giicli bir aragtir. rDNA’ larin filogenetik bir ara¢ olarak kullanimima 1970 lerde
Ilinois Universitesi’nden Carl Woese dnciiliik etmistir ve bu yontem giiniimiizde tiim
biyolojide yaygin olarak kullanilmaktadir [49]. Sayilan avantajlarinin yani sira bu
metodun bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Yontem zaman alict ve emek
gerektirir. DNA ekstraksiyonu esnasinda sert ve kat1 drneklerle calisirken problem
yaratabilir. Tim mikroorganizmalarin belirlenebilmesi i¢in taranmasi gereken klon

sayisi biiylik olmalidir. Son olarak dakantitatif bir sonug vermez [50].

Sekans analizi, etken DNA’sinin belirli bir bolgesinin niikleotid dizilerinin
saptanmasinda gelistirilen bir tekniktir. DNA dizi analizi, bir ucu ayni olan ve bir
niikleotid farki ile uzunluklar1 degisen oligoniikleotidleri ayirabilme teknigine
dayanir [51]. Bir oligoniikleotidi dizilemek igin iki farkli yontem gelistirilmistir.
Sanger ve arkadaglarinin [52] gelistirdikleri yontemde, DNA niikleotid dizisinin
belirlenmesi i¢in enzimatik teknikler ve sentezin 2,3-dideoksiniikleotid trifosfatlar
(ddNTP) kullanilarak belli bazlarda sonlandirilmasi prensibine dayanir. Buna karsilik
Maxam ve Gilbert [53] ise kimyasal bir yontem gelistirmislerdir. Bu teknikte
kullanilan kimyasal maddeler oldukga toksik maddelerdir. Ayirim giicii yliksek, fakat
uygulama kolaylig1 olmayan ve degerlendirme asamasi son derece uzun bir
yontemdir. DNA dizi analizi ile birgok organizmanin genlerinin yapist ve

organizasyonu hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir [51].
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Sekil 1.4. Bakterilerin 16S rDNA sekansina dayali molekiiler identifikasyonu [53]

1.1.7.2.1.1. 16S rDNA Analizinin Avantajlari1 ve Dezavantajlari

Tiim bakterilerde ortak genler bulunmasi bilinen bir gergektir ve bu genlerin baz
dizilerinde tiirden tiire degisen kisimlar bulunur. 16S rDNA molekiilii yasayan tiim
canlilarda bulunmaktadir ve evrim siireci boyunca korunmustur. Bu 06zellik
organizmalarin karsilastiritlmasina, hatta ayni tiirdeki farklilagmalarin (strain)
tespitine imkan vermektedir. Dahasi gen dizilimi ile ilave istatistiki olarak ilgili

verilerin elde edilmesi miimkiin olabilmektedir [54].

Tiim organizmalarda ¢ok miktarda bulunan ribozomlarin iiretilmesinden sorumlu
16S ve 23S rRNA genleri molekiiler teknikler kullanilarak yapilan arastirmalarda en
cok tercih edilen genlerdir. Bununla birlikte, pek ¢ok mikroorganizmanin 16S rDNA
geninin dizi analizi bilgilerini iceren ve giinden giine genisleyen bir veri bankasinin
bulunmasi da bu geni hedef alan molekiiler tekniklerin kullanim alaninin artmasini
saglamistir [54]. 16S rDNA dizini bilinmeyen bakterilerin tanimlanmasinda diinyada
genis bir yelpazede uygulanan bir biyobelirleyicidir. Ayrica farkli 16S gen dizilimi
olan organizmalarin istatistiki olarak karsilastirilmasina da olanak saglar.
Bunaragmen nispeten pahali olabilir, hassas calisma gerekir ve sekanslamada tiirler

arasi yiiksek benzerlik ¢ikabilir [56].
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1.1.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Belirli bir niikleik asit dizisinin in vitro sartlarda, enzimatik olarak g¢ogaltilmasi
islemi olan PZR ilk kez 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan tanimlanmistir.
Molekiiler yontemlerden en genis kullanim alanina sahip olan bu yontem tek bir
niikleik asidi bile gosterebilecek kadar giiclii bir c¢ogaltma yontemidir. Ozgiil
primerler kullanilarak hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. PZR igin,
belirlenen niikleik asit kisminin her bir zincirinin 3' ucuna tutunacak ve 5' yoniinde
uzayacak iki kisa niikleotid dizisi (primer), uzamay1 saglayacak olan DNA polimeraz
enzimi, yeni zincirlerin yapisinda yer alacak oligoniikleotidler ve reaksiyon igin
gerekli tuzu igeren tampon soliisyonlara ihtiya¢ vardir [57]. PZR siklusunun

asamalar1 Sekil 1.5’de verilmistir.

1 déngiiniin 3 agamasi
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Asama 3 primer uzamast

Sekil 1.5. PZR siklusunun asamalar1 [57]

PZR ile bir hedef DNA arcasinin milyonlar asinin ¢ogaltimi miimkiin olmaktadir.
Yontemin temeli, ¢cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz
dizilerine tamamlayici olan, 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid
rimer kullanilarak, bu iki rimer ile sinirlandirilan bdlgenin enzimatik olarak

sentezlenmesine dayanir. PZR’nin en onemli 6zelligi ¢ok az miktarda DNA ile
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caligmaya olanak saglamasidir [58].

1.1.8. PZR icin Primer Tasarimi

Basarilt bir PCR i¢in en kritik parametre primerlerin tasarimidir. Tiim kosullarin
uygun oldugu bir durumda, sadece zayif tasarlanmis bir primer PCR reaksiyonunun
calismamasina neden olabilir. Primer sekansi {iriinlin gen iizerindeki pozisyonu ve
uzunlugu, erime sicakligi ve PCR verimi dahil bir¢ok parametreyi etkiler. Zayif
tasarlanmig bir primer, tirlin olusumunu bastiracak bicimde rakip olabilen primer-
dimer olusumu ve/veya 6zel olmayan amplifikasyon sonucu ¢ok az veya hig¢ {iriin

tiretilmemesine sebep olabilir. PCR primerleri tasarlanirken ¢esitli parametrelere

dikkat edilmelidir [59].

En kritikleri:
-Primer uzunlugu,
-Erime sicakligt (Tm),
-Hassasiyet,
-Tamamlayici primer sekanslart,
-G/C miktar1 ve poliprimidin (T,C) ve polipurin (A,G) uzamalari,

-3’ ug¢ sekansidir (zinciri).

Primer uzunlugu: PCR hassasiyeti, baglanma sicakligi ve baglanma siiresi primer
uzunluguna baglh oldugundan bu parametre basarili bir PCR i¢in ¢ok Onemlidir.
Genel olarak baglanma sicakligl uygun oldgunda 18 ile 24 bazlik oligoniikleotidler
belli bir sekansa 6zel olarak baglanirlar. Primer uzunlugu ayni zamanda baglanma
verimi ile de dogru orantilidir. Uygulama 6zellikle gerekmedikce, primerler ¢ok kisa

olmalidir. Hedef en az 50°C’lik baglanma sicakligina sahip bir primer tasarlamaktir.

Erime sicakligi (Tr): Hedef bolge yonlii PCR reaksiyonu igin iki primer kullanildigi
unutulmamalidir. Her iki oligoniikleotid primer de benzer erime sicakligina sahip
olacak sekilde tasarlanmalidir. Eger primerler T, nedeni ile yanlis baglanirsa,

amplifikasyon daha az verimli olacaktir. Diisiik sicaklikta Ty’ye sahip primerler
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yiiksek sicaklikta, yliksek sicaklikta Tp-ye sahip primer yiiksek sicaklikta

calismayacaktir.

Primer hassasiyeti; primerin hassasiyeti, primer uzunluguna baglidir. 24 bazlik 6zgiin
oligo sekanslari, 15 bazlik oligo sekanslarindan daha hassastir. Primerler kismi
olarak c¢ogaltilacak hedef DNA ig¢inde 0zglin bir sekans tasiyacak bigimde
tasarlanmalidir. Tekrarlanan sekanslar i¢eren primer ile genomik DNA ¢ogaltilmasi
bulaniklik ile sonug¢landirilacaktir. Ancak ayni primeri genomik kiitiiphaneden tek bir
klon ¢ogaltildiginda net, tek bir bant verebilir. Genel olarak 55-72°C arasindaki

erime sicaklig1 en iyi sonucu verir.

Tamamlayic1 primer sekanslari: Primerler 3 bazdan daha fazla i¢ primer
homolojisine sahip olmayacak sekilde dizayn edilmelidir. Primerin homolog
sekanslar1 sebebiyle kendi tizerine katlanarak ¢ift zincir olusturmasi goriilebilir. Buda
primerin hedef DNA’ya baglanmasini etkileyecektir. Diger bir tehlike primerler arasi
homolojidir. Iki primerin orta béliimiindeki kismi homoloji hibridizasyonu
engelleyebilir. Bu da elde etmek istenen iirlinle yarisilacagi igin istenilen iiriiniin

olugmasini engelleyecektir.

G/C miktar1 ve poliprimidin (T,C) ve Polipiirin (A,G) Uzamalari: Primerlerin baz
kompozisyonu % 45 ile % 55 aras1 GC tasiyacak sekilde olmalidir. Primer sekansi
0zel olmayan baglantilar1 arttiracak poli G ve poli C uzamalar1 olmayacak sekilde
segilmelidir. Primer-hedef kompleksinde gevsemeye yol agacak poli A ve poli T
uzantilarindan da kagmmilmalidir. Bu amplifikasyonun verimini diistirebilir.
Poliprimidin (T, C) ve polipiiriin (A, G) uzantilarindan da kagimilmalidir. ideal
olarak bir primer % 50 GC igerik tasiyan ve yaklasik 20 bp uzunlugunda
niikleotidlerin rastgele karisimina sahiptir. Bu yap1 erime sicakligi Try’yi 56-62°C’lik

aralikta tutar.

3’ ug¢ sekansi (zinciri): 3’ terminal pozisyonu yanlis baglanmayi kontrol i¢in ¢ok
onemlidir. Bu bolgede yer alan primer homolojilerinin yaratacagi sorunlarin yani sira
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’
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ucuna sonuna dogru baglanmay1 garanti eder. Bu aymi zamanda primer-hedef
kompleksinde gevsemelere bagli olarak reaksiyon hizinin yavaglamasimin Oniine

gecerek siire kaybini azaltir ve reaksiyon verimini arttirir.

1.2. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci:
1- Kirikkale-Kizilirmak’in deterjan kirliligi agisindan degerlendirilmesi,
2- Deterjan kirliligi gosteren bolgelerden deterjan degrade eden bakterilerin
izole edilmesi ve molekiiler teknikler kullanarak tanimlanmasi,
3- lizole edilen bakterilerin deterjan degrade etme yeteneklerinin enzim (alkil
stilfataz) ve gen (sdsA) diizeyinde belirlenmesi,
4- Elde edilen sonuglar dogrultusunda, deterjan kirliligi gosteren yiizey sularinin

biyoremidasyonda etkin olarak kullanilabilecek izolatlarin belirlenmesidir.
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Kullamilan Besiyerleri

2.1.1.1 Mineral Salt Medium (MSM) Besiyerinin Hazirlanisi

izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde saklanmasi ve biiyiime egrilerinin
belirlenmesi icin kullanilmistir. MSM agar besiyeri; KH,PO4 (3.5 g), K;HPO4 (1.5
g), NH4CI (0.5 g), NaCl (0.5 g), Na,SO,4 (0.14 g), MgCl,.6H,0 (0.15 g), agardan (10
g) olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1

atm basingta otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.2. Nutrient Broth (NB) Besiyerinin Hazirlamis1

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

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.3. Plate Count Agar Hazirlanisi

Bakteri sayiminda kullanilan inhibitdér veya indikatdr icermeyen genel kati
besiyeridir. Koloni olusturan birim sayiminda kullanilmigtir. Plate count agar
besiyeri; tripton (5 g), maya oOziiti (2.5 g), glukoz (1 g) ve agardan (12 g)
olusmaktadir. Kullanilacak miktarda besiyeri, 6ncesinde otoklavda 121°C’de 1 atm

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

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

edilmistir.

Sekil 2.1.Caligmada kullanilan deterjan sanayi atik suyu ornekleri

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.2.1. Deterjan Stok Cozeltisinin Hazirlanis

2.1.2.1.1. SDS Cozeltisinin Hazirlanisi

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

Almanya) ile steril edilmistir.

2.1.2.1.2. Deterjan Standart Cozeltisinin Hazirlanisi

Alinan su 6rneklerinde deterjan miktarinin tayini i¢in; sirasiyla 2, 4, 8 ve 10 mg SDS

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

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

2.1.2.3. Metilen Mavisi Stok Cozeltisinin Hazirlanisi (5 mL)

0.025 g metilen mavisi tartilarak 5 mL distile suda ¢6ziilmiistiir.

2.1.2.4. % 70’lik Etanol (100 mL)

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

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

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

Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmigtir.

2.1.2.6. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

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

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

2.1.3.DNA izolasyonunu Kitinde Kullanilan Kimyasallar

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

kullanilarak yapilmistir.
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2.1.4. Suslarin Tanmmlanmasinda Kullanilan Primerler

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

amaci ile kullanilan primerler ve 6zellikleri Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1.Calismada kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer  Dizi (5'-3") Ozellik Tm (°C) Referans
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  Obakteriyal, diiz 48 [59]
1492R ACCTTGTTACGACTT Universal, ters 43 [59]

F, forward; R, reverse

2.1.5. Total Protein Izolasyonunda Kullamilan Tamponlar

2.1.5.1. Potasyum Fosfat Tamponu (KH,PO,4, K;HPO,4, 1000 mL)

6.8 g KH,PO, ve 8.7 g K,HPO, tartilarak 1000’er mL distile suda ¢ozlilmiistiir.

Hazirlanan iki ayr1 ¢ozelti belirli oranlarda karistirilarak pH 7.0’ ye ayarlanmustir.

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 tamamlanmustir.

2.1.6. Native-PAGE Stok Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Native-PAGE stok soliisyonlar1 hazirlanisi1 Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Native-PAGE stok soliisyonlariin hazirlanisi

Stok soliisyonlari Hazirlanis

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

Tris-HCI, 1 M 12.1 g Tris tartilarak, 50 mL saf suda ¢oziilmiistiir. 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
tamamlanmigtir.

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

2.1.7. Native-PAGE Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Native-PAGE caligsma soliisyonlar1 ve hazirlanis1 Cizelge 2.3’de verilmistir. Native-

PAGE i¢in kullanilan biitiin stok soliisyonlar ve ¢ozeltiler +4°C’de saklanmistir.

Cizelge 2.3. Native-PAGE ¢alisma soliisyonlarinin hazirlanisi

Calisma soliisyonlar:

Hazirlanis1

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 ¢oz{ilmistiir.

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

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

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

39 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 hazirlanmistir.
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2.1.8. Ayirici Jelin Bilesimi (% 12)

Ayirict jelin hazirlanmasi Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. Ayirici jelin hazirlanmasi

Ayiricl jel soliisyonlar1 ~ Miktarlar:

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

Saf su 10.08 mL
Amonyum persiilfat 79.2 uL
TEMED 15.6 uL

2.1.9. Dengeleyici Jelin Bilesimi (% 4)

Dengeleyici jelin hazirlanmasi Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5. Dengeleyici jelin hazirlanmasi

Dengeleyici jel soliisyonlar1  Miktarlar

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

2.1.10. Commassie Brillant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi
% 0.1 Commassie Brillant Blue boya tartilarak, % 12’lik glasiyal asetik asit ve

%350’1ik metanol ile karistirilarak ¢oziilmiistiir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alam ve Su Orneklerinin Toplanmasi

Kizilirmak, Tiirkiye topraklarindan dogup yine Tiirkiye topraklarindan denize
dokiilen en uzun akarsuyumuzdur. Adini akarsu yataginda bulunan, 3. zaman
ortalarinda ¢6kelmis kirmizi renkteki kumlu-killi tortudan almaktadir [61]. Baslica
kollar1 Delice, Devrez ve Gokirmak’tir. Yagmur ve kar sulariyla beslenen nehrin
rejimi diizensizdir. Ortalama debisi 184 m?3/sn olan nehrin 35 yillik gézlem siiresince
ortalama akimi en az 18.4 m?sn ve en ¢ok 1.673 m3/sn debiye ulastig1 tespit
edilmistir. Kizilirmak Nehri, Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehir, Kirikkale, Ankara,
Cankiri, Corum ve Samsun illerinden gecerken ¢ok sayida dere ve c¢ayin sularim
toplayarak Bafra Burnu'ndan Karadeniz'e ulasir (Sekil 2.2). Nehir tizerinde 12 6nemli
baraj vardir. Bunlar sirasiyla; Imranli, Yamula, Bayramhacili, Hirfanl, Kesikk&prii,

Kapulukaya, Bugra, Obruk, Dutludere, Boyabat, Altinkaya ve Derbent’dir [62].
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Cizelge 2.6. Su orneklerinin alindig1 istasyonlar ve koordinatlari

BolgeNo Bolge Adi Bolge Koordinatlari
1 Kesikkoprii Barajt 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 Bucakyaz1 - Sazbucagi Mevkii 39°33'51,02"K, 33°24'38,51"D, 750,5 m
7 Sulubiik - Kiyibagi Mevkii 39°37'04,85"K, 33°26'11,19"D, 771 m
8 Kapulukaya Baraj1 Girisi 39°39'42,39"K, 33°27' 13,46"D, 766,5 m
9 Kapulukaya Baraj1 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 Sinirt Cikast 39°56' 53,25"K, 33°25'04,24"D, 699,5 m

CHOK \«QIC Eantt

Sekil 2.3. Su 6rnegi alinan istasyonlarin Google Earth goriintiisii
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2.2.2. Su Oneklerinde MBAS Yontemiyle Deterjan Analizi

Bu tez kapsaminda Kirikkale il sinirlar igerisinden gecen Kizilirmak’mn 12 farkh
bolgesinden 2014 yili boyunca {iger aylik periyotlar ile alinan su 6rneklerinde SDS
konsantrasyonlar1 arastirilmigtir.  Alinan su Orneklerindeki SDS  miktarinin
belirlenmesi amaciyla Metilen Mavisi Aktif Maddeleri (MBAS) anyonik deterjan
tayin yontemi kullanilmistir. Bu yontem metilen mavisinin anyonik ylizey aktif
maddelerle reaksiyonu sonucu olusan mavi renkli tuzun kloroformda ¢oziilmesiyle
spektrofotometrik olarak olgiimiine dayanir [63]. Metilen mavisi % 0.5 oraninda
distile suda ¢oziilerek bir stok boya ¢6zeltisi hazirlanacak ve fotokimyasal bozulmay1
en aza indirmek icin 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 saniye vortekslenmistir. Ardindan tiipler 3 dakika boyunca 2000 rpm'de
oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi olusan iki fazin karismamasi i¢in
10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 1 mL kloroform fazindan kuartz ya da cam
kiivete alarak 652 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur. Su
orneklerindeki SDS konsantrasyonu standart SDS ile hazirlanan kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak belirlenmistir. Sonuglar mg/L olarak verilmistir. Alinan su

ornkelrinde bolgelere gore ortalama sicaklik ve pH ol¢limleri alinmistir.

2.2.3. SDS Degrade Eden Bakterilerin izolasyonu

SDS degrade eden bakterilerin se¢imi i¢in karbon kaynagi olarak 1.5 mM sodyum
dodesil siilfat ve KH,PO4 3.5 g/L, K;HPO,4 1.5 g/L, NH4CI 0.5 g/L, NaCl 0.5 g/L,
Na,SO, 0.14 g¢/L, MgCl,.6H,O 0.15 g/L igeren MSM sivi besiyeri (pH 7.1.)
kullanilmistir. 12 farkli bolgeden alinan su drnekleri % 5 oraninda besiyerine inokiile
edilip ve ekim sonrasi erlenler 30°C 150 rpm’de inkiibe edilmistir. 24 saat sonra sivi
kiltiirden 1.5 mM SDS igeren ve % 2 agar ile hazirlanmis olan basal salt medium
ortamlarina ekim yapilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda petriler, ortamdaki iireme
¢esidi bakimindan incelenmistir. Secici ortamdan izole edilen farkli koloniler

saflagtirma i¢in aymi ortamda tekrar kiiltiire edilmistir [64]. Kati1 besiyerinde

33



biiyiitiilen saf suslarin koloni morfolojisi ve gram dzellikleri belirlenmistir.

2.2.4. Maksimum Tolere Edilebilen SDS Konsantrasyon (MTK) Degerlerinin

Belirlenmesi

SDSdegrade eden suglarin MTK degerleri, petrilerde koloni goriilmeyene kadar
mineral salt medium agar plaginda her gin 1 g/L artan konsantrasyonda SDS
eklenerek saptanmistir. Baslangic 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 suslarm iki gecelik taze kiiltiir drnekleri 1 g/L SDS igeren 100 mL’lik
MSM  sivi  besiyerleri c¢alkalamali  etiivde 30°C’de inkiibe edilmistir.
Spektrofotometrede dalga boyu 600 nm’ye ayarlanarak her 6 saatte bir Olgiimleri
alimmistir. Elde edilen optik density (OD) degerleri ile {ireme egrileri

olusturulmustur.

2.2.6. Bakterilerin Deterjan Sanayi Atk Suyundaki Ureme Egrilerinin

Belirlenmesi

Izole edilen her bir sus icin deterjan sanayi atik su ornekleri (100 mL) steril edilerek
ve steril edilmeden li¢ tekrarli olacak sekilde ekim yapilarak 30°C’de ¢alkalamali
etivde inkiibe edilmistir. 6 saat araliklarla alman Ornekler 600 nm’de
spektrofotometrede Olcililmiistiir. Elde edilen OD degerleri ile iireme egrileri

cikarilmistir.
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2.2.7. Koloni Olusturan Birim Sayimi(CFU)

Her bir sus i¢in gecelik kiiltiirlerden 100 puL almarak 1 g/L SDS iceren MSM sivi
besiyerine ekim yapilmistir. 6 saatte bir 1 mL 6rnek alinip seyreltme yapilarak plate
count agarlara ekilmistir. 1-2 giin inkiibasyon sonrasi koloni olusumu gozlemlenmis

ve saytlmistir [65].

2.2.8. SDS Degradasyon Oranlarinin Belirlenmesi

Her bir sus i¢in gecelik kiiltiirlerden 100 pL alinarak SDS igceren MSM sivi
besiyerine ekim yapilmistir. 6 saatte bir 1 mL 6rnek alinip Metilen Mavisi Aktif
Maddeleri (MBAS) anyonik deterjan tayin yontemi kullanilarak SDS degradasyon

miktar1 belirlenmistir.

2.2.9. Kromozomal DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

Izole edilen SDS degrade eden bakterilerin kromozomal DNA izolasyonu Bacterial
Genomic Miniprep  DNA izolasyon Kkiti (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak
yapilmistir. 15 mL’lik kiiltiir 1.35 G’de 5 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant
atilmistir. Pellet tizerine 180 puL Lyse T eklenmistir ve karistirilmistir. Daha sonra 20
puL RNAaz A eklenerek 2 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bekledikten sonra
20 uL proteinaz K eklenerek 30 dakika 55°C’de bekletilmistir.Ornekler almip 200
pL Lizis Solusyon C koyup karistilmigtir, % 95 lik etanol ekleyip vortekslenmistir.
Yeni tiiplere alinarak 1dakika 7 G’de santrifiij edilmistir. Ornek iizerine 500 pL
yikama solusyonu 1 eklenmis ve karistinnlip 1 dakika 7 G’de santrifiij edilmistir.
Siipernatant tekrar yeni tiipe alinip 500 pL yikama solusyonu eklenir 3 dakika 15.G
santrifiij edilmistir. Son olarak 200 puL Elution Solution eklenmis 5 dakika bekletilip
15.G 1dk santrifiij edilmistir ve -20°C’de saklanmistir [66].
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2.2.10. PZR ve Optimizasyonu

16S rDNA orneklerini amplifiye etmek i¢in standart 16S rDNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primer c¢ifti, 27 F
primer: 5-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’[61] ve
1492 R primer: 5-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3’[62] kullanilmistir. Primerlerin Tm 6zellikleri ve literatiir verileri baz alinarak bir
PZR programi belirlenmis ve bu program kullanilarak PZR reaksiyonun genomik
DNA, MgCl; miktart ve farkli annealing sicakliklart denenerek optimizasyon
yapilmistir. Optimum PZR reaksiyon igerigi ve programlari asagidaki gibidir. PZR
amplifikasyonunda toplam hacmi 100 pL. PZR karisimi i¢in 10 pL kromozomal
DNA (100 ng), 5 pL 16S forward primer (20 pmol), 5 pL 16S reverse primer (20
pmol), 4 uL. 5 mM 4 ANTP karigimi, 4 uL. 50 mM MgCly,, 10 uL 10x Taq Buffer, 61.5
pL saf su, 0.5 pL (2.5 U) Taq DNA polimeraz karistirilip pipetaj yapilmistir.
Tiiplerin thermal cycler da 30 dongii icin 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 yiiriitiilmiistiir. 100 bp Plus DNA Ladder marker olarak
kullanilmistir. PZR firiinleri jelde goriintiilendikten sonra sekans analizi yapilana

kadar -20°C’de saklanmistir [67].

2.2.11. PZR Amplikonlarinin Saflastiriimasi

PZR iirlinleri GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific, ABD) ile
saflagtirilmistir. Eppendorf tiiplerin i¢inde bulunan PZR iiriinlerinin iizerine 1:1' lik
bir hacimde Binding Buffer eklenmistir. lyice karistirtlip ¢dziimiin rengini kontrol
edilmigtir. Sar1 renk DNA baglayic i¢in optimum pH’1 gostermektedir. Cozeltinin
rengi turuncu ya da mor olursa, 10 uL 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ¢6zeltisi ilave
edilmelidir. Karisimin rengi tekrar sartya donecektir. Karisim filtreli tiipe almip 1
dakika 1.25 G’de santrifiij edilmistir. Daha sonra filtrelerin tam ortasina 700 pL
Wash Buffer konulmustur. Tekrardan 1 dakika 1.25 G’ de santrifiij edilmistir. PZR
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tirtinleri filtre {izerinde tutulmustur. Altta toplanan sivi dokiiliip tekrardan 1.25 G’ de
1 dakika santrifiij edilmistir. Kolon filtresinin alt kismina steril eppendorf
yerlestirilmis ve tizerine 50 puL Elution Buffer ilave edilmistir. 1dakika 1.25 G’de
santrifiij edilmistir. Kolon filtresi atilmis ve saflastirilan PZR {iriinleri eppendorfta

toplanmustir.

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
karsilastirilmistir.  Filogenetik analiz i¢cin PZR, 16S rDNA sekanslar1 gen
bankasindan segilen ilk 15 tiir ile olusturulmustur. Bakterilerin filogenetik agaglarin
olusturulmasinda 16S rDNA sekanslari, Mega 6 (Molecular Evolutionary Genetic
Analysis) istatistik analiz programinda Clustal W segenegi kullanilarak tiirlere ait baz
dizileri hizalanmistir [68]. NJ metodu ile soy agaclar1 ¢izilmistir ve olusturulan soy

agaclari ile izolatlarin birbirleriyle yakinlik dereceleri ortaya konulmustur.

2.2.13. Primer Tasarimlari ve sdsA Gen Analizlerinin Yapilmasi

2.2.13.1 sdsA Geni Primer Tasarimlarinin Yapilmasi

sdsA geninin kodladig: alkil siilfataz proteinleri National Center of Biotechnology
Information (NCBI)‘ da tespit edilmistir. Farkli Pseudomonas tiirlerine ait 6 alkil
stilfataz dizisi segilip Clustal W araciligiyla hizalanarak dizilerin ortak bolgeleri

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

tasarimi yapilmistir.
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2.2.13.2 sdsA Gen Analizlerinin Yapilmasi

Suslarda sdSA geni analizi yapmak i¢in Shahbazi ve arkadaslar1 [63], Chatuverdi ve
Kumar [70] arkadaslarinin belirledigi primer dizileri kullanilmistir. Ayrica NCBI” da
belirlenen dizilerin ortak bolgesi Vector NTI Express primer tasarim programi
araciligiyla primerler elde edilmistir. Bu primerler arasindan primer tasarim kurallari
g6z Oniinde bulundurularak en uygun primer se¢imi yapilmistir. Chatuverdi ve
Kumar [71] ‘in yaptigi PZR kosullar1 uygulanarak sdsA gen bolgesi ¢ogaltilmistir.
PZR sonucunda elde edilen DNA’larin boyutlart 100 ve 50 bp’lik marker ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

2.2.14. PZR Amplikonlarinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

% 1’lik agaroz jel 50 mL 1x TBE tamponu ile ¢oziildiikten sonra 5 pL Olerup SSP
GelRed Dropper Bottle boya eklenerek hazirlanmistir. Her bir 6rnekten 6 pL alinarak
2 uL 6X Orange Loading Dye ile boyanmistir. Orneklerin molekiiler agirliklarini
belirlemek amaciyla kuyucuklardan birine 3 pL marker DNA O'RangeRuler™ 100
bp DNA Ladder yiiklenmistir. Aparata jelin iizerini kaplayacak kadar yiiriitme
tamponu eklenmistir. 80 V/em? voltaj ve 40mA amper uygulanarak yaklasik 45
dakikada ytiriitme islemi tamamlanmistir. Jel daha sonra jel goriintiilleme cihaz1 (Gel
Logic 2200 Pro Imaging System, ABD) kullanilarak bantlarin goreceli miktarlarini

belirlemek i¢in taranmaistir.

2.2.15. AIKkil Siilfataz ProteiniEksraksiyonu

Izole edilen SDS degrade eden bakterilerin total protein izolasyonu Kishore ve
arkadaglar1 [72] tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. Bakteriler 50 mL NB
besiyerinde 24 saat 30°C” de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi besiyeri, santrifiij
yapilarak uzaklastirilmistir. Pellet lizerine 5 mL distile su eklenerek 2 kez yikama
islemi yapilmistir, Ust kisim atilmistir. Pellet {izerine 2 mL fosfat tamponu

eklenmistir ve 10 dk 50 devirde sonikasyon islemi uygulanmistir. 2 G’ de 2 dk
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santrifiij yapildiktan sonra {ist kisim temiz tiiplere alinmigtir. 75 pL 6rnek {izerine 75
pL 6rnek tampon ilave edilmistir. Elektroforez islemi dncesinde 6rnekler 100°C’de

10 dk bekletilip -20°C’de saklanmustir.

2.2.16. Alkil Siilfataz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Alkil siilfataz enzim aktivitesi i¢in kullanilacak hiicre ekstraktlarinin protein
konsantrasyonu Qubit Fluorometre cihazi (Invitrogen, ABD) ile dlglilmiistiir. AlKil
stilfataz enzim aktivitesinde ilk olarak optimum pH ve sicaklik araliklart
belirlenmistir. Yaklasitk 0.36 mg/mL protein ihtiva eden 50 pL hiicre ekstrakti
tizerine 450 uL 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 0.36 mg/mL
protein ihtiva eden 50 pL hiicre ekstrakti tizerine 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¢iilmistiir.

2.2.17. Alkil Siilfataz Enziminin Native-PAGE Protein 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 uL %10’luk amonyum persiilfat (APS), birbirine iyice
karistirildiktan sonra 30 plL TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametil etilendiamin) ilave
edilerek, 1 mm araliina sahip iki jel cami arasina hizl bir sekilde dokiilmiistiir. Jelin

iist kismui biitanol ile kaplanarak hava ile temasi 6nlenmis ve polimerize olmasi i¢in

bekletilmistir [73].
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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 uL %10’luk APS birbiri ile iyici karistirildiktan sonra 20 pL. TEMED
ilave edilmistir. Bu karisim polimerize olan ayirma jelinin tizerindeki biitanol distile
su uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli {izerine dokiilmiistiir. Tarak yerlestirilmis ve
polimerize olmasi igin 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 yaklagik 150 V’ta ortalama 1 saat yiiriitilmistiir [73].

2.2.17.3. Native-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller tespitleme ¢dzeltisi igerisinde 1 gece
bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama c¢ozeltisinde ortalama 1
giin bekletilerek boyanmugtir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk araliklarla
yikanarak [74], 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 i¢in NATIVE PAGE jel elektoferezinde yiiriitiilmistiir.
Hazirlanan 20 mM SDS iizerine 1 M Tris-HCl ilave edildikten sonra olusan soliisyon
elektroforez islemi tamamlanan jeller {izerine ilave edilip, 30°C’de 2 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda jel iizerine 1 damla alkol damalatilarak bantlarin

belirginlesmesi gozlemlenmistir [70]
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3.ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kirikkale-Kizihrmak Suyu Deterjan Analizleri

Kirikkale-Kizilirmak’tan 2014 yilinda mevsimsel periyotlarla alinan su érneklerinin
deterjan kirliligi analiz sonuglarina gore nehrin cevresindeki yerlesim bolgeleri
dikkate alinarak deterjan konsantrasyonunun tiim istasyonlar i¢in Diinya Saglik
Orgiitii teskilat1 tarafindan belirlenen 1.5 mg/L’nin iizerinde oldugu ve nehrin
ortalama deterjan miktar1 ise 4.07 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 3.1). Bu
istasyonlardan Erdemli Mahallesi-Sarimusali Mevkii, Bucakyazi-Sazbucagi Mevkii,
Kapulukaya Baraj Girisi ve Kirikkale il Smir1 Cikist bolgeleri bu tez kapsaminda ele
almmistir. Aliman su Orneklerinden elde edilen ortalama pH ilkbahar-yaz
aylarinda7.6, sicaklik degeri 25, sonbahar-kis aylarinda ise ortalama pH 7.6 sicaklik

ise 7°C olarak belirlenmistir.

SDS (mg/L)

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 Erdemli Mahallesi-
Sarimusali Mevkii, Bucakyazi-Sazbucagi Mevkii, Kapulukaya Baraj Girisi ve
Kirikkale il Smir1 Cikis1 blgelerinden SDS degrade eden 4 sus izole edilmistir. izole
edilen suslar SDS3 SDS6, SDS8 ve SDSI12-1 olarak kodlananmistir ve MTK
degerleri sirasiyla 60, 70, 65 ve 15 g/L olarak belirenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. SDS degrade eden bakteriler icin belirlenen MTK degerleri

SDS (g/L)
Bolge/sus 05 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
3/3 + + + + + + + o+ o+ + + o+ + 4
6/6 + + 0+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
8/8 + + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
12/12-1 + o+ o+ o+ 4

+, ireme var; -, tireme yok

3.3. Bakterilerin Laboratuvar Besi Ortaminda ve Deterjan Sanayisi Atik

Sularinda SDS Degradasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Izole edilmis olan suslar laboratuvar besi ortaminda ve deterjan sanayisi atik suyunda

iireme kosullar1 ve degradasyon oranlar1 belirlenmistir.
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3.3.1.Deterjan Sanayi Atik Suyunda Kendiliginden SDS Degradasyonu

Deterjan sanayisi atik suyu degradasyonunda.atik suda bulunan mikroorganizmalar

66 saat sonunda ortamdaki SDS’i 14.4 mg/L’den 6.4 mg/L’ye diisiirerek %56

oraninda degradasyon gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 3.2).

s e e iTeMe e3TiS1 | 15

e SDS d egredasyonu
) L 108
£ &
sl E
= v
o L5 8
0+ 0
0 10 20 30 40 50 60 70

zaman (saat)

Sekil 3.2.Deterjan sanayisi atik suyunun kendiliginden olan SDS degradasyonu

3.3.2. SDS3 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.2.1. SDS3 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS3 susunun 1 g/L SDS iceren MSM ortaminda 48 saat sonunda 5x10* bakteri
sayist ile,ortamda ki SDS’i 1 g/L den 0.121 g/L ’ye diisiirerek % 88.4 oraninda

degrade ettigi gozlemlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. SDS3 kodlu susun 1 g/L SDS igeren MSM ortamindaki SDS
degradasyon orani (a) ve CFU standart egrisi (b)

3.3.2.2.SDS3 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS3 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda 60

saat sonunda ortamdaki SDS’i 14.4 mg/L’den 2.3 mg/L’ye diisiirerek % 84 oraninda
degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.4).

SDS3 susunun steril olan deterjan sanayi atik su ortaminda 90 saat sonunda

ortamdaki SDS’i 14.4 mg/L’den 4 mg/L’ye diisiirerek % 70 oraninda degradasyon
yaptig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. SDS3 kodlu susun; steril edilmeyen deterjan sanayi atik suyundaki SDS

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

degradasyon orani (b)

3.3.2. SDS6 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.2.1.SDS6 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS6 susunun 1 g/L SDS i¢eren MSM ortaminda 48 saat sonunda 2.3x10"? bakteri,
ortamda ki SDS’i 1 g/L den 0,544 g/L’ye kadar disiirerek % 46 oraninda degrade

ettigi gézlemlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. SDS6 kodlu susun 1 g/ SDS iceren MSM ortamindaki SDS
degradasyon orani (a) ve CFU standart egrisi (b)

3.3.2.2. SDS6 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade edenSDS6 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda 54
saat sonunda ortamdaki SDS’i 14.4 mg/L’den 2.3 mg/L’ye disiirerek % 84 oraninda
degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.6).

SDS6 susunun steril deterjan sanayi atik su ortaminda 102 saat sonunda ortamdaki

SDS’i 14.3 mg/L’den 5.2 mg/L’ye diisiirerek % 63 oraninda degradayon yaptigi
gbzlemlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6.  SDS6 kodlu susun; steril edilmeyen deterjan sanayi atik suyundaki SDS

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

degradasyon orani (b)

3.3.3. SDS8 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.3.1. SDS8Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS8 susunun 1 g/L SDS igeren MSM ortaminda 48 saat sonunda 4.2x10" bakteri,
ortamda ki SDS’i 1 g/L’den 0.132 g/L’ye diisiirerek, % 86.88 oraninda degrade

ettigi gézlemlenmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. SDS8 kodlu susun 1 g/ SDS igeren MSM ortamindaki SDS
degradasyon orani (a) CFU standart egrisi (b)

3.3.3.2. SDS8 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS8 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda 66

saat sonunda ortamdaki SDS’i 14.9 mg/L’den 1.8 mg/L’ye diisiirerek, % 88 oraninda
degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.8).

SDS8 susunun steril olan deterjan sanayi atik su ortaminda 96 saat sonunda

ortamdaki SDS’i 14.2 mg/L’den 2.8 mg/L’ye diisiirerek, % 80 oraninda degradasyon
yaptig1 gézlemlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. SDS8 kodlu susun; steril edilmeyen deterjan sanayi atik suyundaki SDS

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

degradasyon orani (b)

3.3.4. SDS12-1 Kodlu Susun SDS Degradasyon Yeteneginin Belirlenmesi

3.3.4.1. SDS12-1 Kodlu Susun Laboratuvar Besi Ortaminda SDS Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS12-1 susunun 1 g/L SDS igeren MSM ortaminda 42 saat sonunda 4.2x10"
bakteri, ortamdaki SDS’i 1 g/L den 0,11 g/L’ye diistirerek, %88.4 oraninda degrade

ettigi gozlemlenmistir (Sekil 3.9).
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S {ireme egrisi

- | ‘ e SDS degredasyonu 1 ~ g
S =
- ; : 2
-3 -3
a =0 g
%, a8 =2
E © E y=0,0828x-0,0346
2 2 Ri= 09973
=1 =1
0 T ; 1 T 0 0+ T T :
0 12 24 36 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48
zaman (saat) zaman (saat)
(@ (b)

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

3.3.4.2. SDS12-1 Kodlu Susun Deterjan Sanayi Atik Sularinda Degradasyon

Yeteneginin Belirlenmesi

SDS degrade eden SDS12-1 susunun steril olmayan deterjan sanayi atik su ortaminda
78 saat sonunda ortamdaki SDS’i 14.4 mg/L’den 2.1 mg/L’ye diisiirerek, % 85
oraninda degrade ettigi belirlenmistir (Sekil 3.10).

SDS12-1 susunun steril deterjan sanayi atik su ortaminda 90 saat sonunda ortamdaki

SDS’i 14.3 mg/L’den 3.1 mg/L’ye diisiirerek, % 80 oraninda degradasyon yaptigi
gbzlemlenmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. SDS12-1 kodlu susun; steril edilmeyen deterjan sanayi atik suyundaki

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

SDS degradasyon orani (b)

3.4. SDS3 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA boélgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.11°de SDS3 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR friinleri  gosterilmistir.  Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 59°C oldugu belirlenmistir.

M_S0°C S1°C $2°C S53°C S4°C §85°C S56°C S7°CS8°C 59°C 60°C

1500DD  m—

M, markear (100-1300 bp)

Sekil 3.11. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS3 kodlu susa ait PZRiir{inleri
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Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlart denenmistir. SDS3
susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR {iriinleri gosterilmistir. Spesifik
baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2 mM belirtilmistir (Sekil
3.12).

1.5 mM L7SmM 20mM 225mM 2.50mM

e g o g ey

M, markar (100-1300 bp)

Sekil 3.12. Farkli MgClkonsantrasyonlarinda SDS3 susuna ait PZR iirlinleri

3.4.1. SDS3 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tanimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 1s18inda agag olusturulmustur. Bu ¢aligmada veriler MEGA 6 programina veri
olarak yiiklenerek SDS3 kodlu susa en yakin homoloji gosteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir. (Cizelge 3.2). Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerine gére SDS3 kodlu sus % 99 oraninda Pseudomanas

fluorescens (accession number KJ937668) ile homoloji gosterdigi saptanmustir.

16S rDNA bdolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programinda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.13).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap (sec¢-bagla) analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine

olan uzaklig1 evrimsel akrabaliklarini gostermektedir. Buna gére SDS3 kodlu sus
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evrimsel agidan Pseudomanas fluorescens ile yakin akraba oldugu goriilmiistiir.

Mﬂﬂ HHWH

o1

Pseudomonas fluorescens Pf0-1 (FM201274)

Pseudomonas moraviensis B4 (AY970952)

Pseudomonas chlororapsts subsp. aurantiaca NCIB 10068 (DQ682655)
Pseudomonas chlororapsis subsp. aureofaciens ATCC 13985 (‘;\Y509898)
Pseudomonas brassicacearum subsp. neoaurantiaca CIP 109457 (EU391388)
Pseudomonas itnt DLE411J (AY035996)

Pseudomonas baetica 2390 (}';\ﬁ012745

Pseudomonas retnekel MT1 (AM293565)

Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 (AF468450)

Pseudomonas migulae NBRC 103157 (AB681965)

Pseudomonas migulae CIP 105470 (AF074383)

Pseudomonas mohnii IpA-2 (AM293567)

Pseudomonas jessenii CIP 105274 (AF068259)

Pseudomonas vancouverensis DhA-51 (AJ011507)

SDS3 (KJ937668)

Sekil 3.13. SDS3 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendogram
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Cizelge 3.2. SDS3 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  SDS3
2 Pseudomanas fluorescens Pf0-1 0.979
3 Pseudomanas baetica a390 0.967 0.007
4 Pseudomanas reinekei MT1 0.961 0.008 0.001
5  Pseudomanas chlorarapsis subsp. aurantica NCIB 0979  0.003 0.007  0.005
6  Pseudomanas moraviensis 1B4 0.973 0.004 0.003  0.004 0.004
7  Pseudomanas migulae NBRC 103157 0.967 0.009 0.003 0.001 0.007 0.005
8  Pseudomanas brassicacearum subsp. neoaurantiaca 0.980 0.007 0.007  0.005 0.004 0.008 0.004
9  Pseudomanas jesseni CIP 105274 0.957 0.009 0.003 0001 0.007 0.005 0.003 0.007
10 Pseudomanas umsongensis Ps3-10 0.961 0.008 0.001 0.000 0.005 0.004 0.001 0.005 0.001
11 Pseudomanas vancouverensis DhA-51 0.957 0.009 0.003 0.001 0.007 0.005 0.003 0.007 0.000 0.001
12 Pseudomanas migulae CIP 105470 0.967 0.009 0.003 0.001 0.007 0.005 0.000 0.004 0.003 0.001 0.003
13 Pseudomanas chlororapsis subsp. aureofaciens ATCC  0.979 0.003  0.007 0.005 0.000 0.004  0.007 0.004 0.007 0.005 0.007 0.007
14  Pseudomanas mohnii IpA-2 0.962 0.011 0.004 0.003 0.008 0.007 0.001 0.005 0.001 0.003 0.001 0.001 0.008
15 Pseudomanas lini DLE411] 0.977 0.007  0.005 0.004 0.004 0.008 0.004 0.003 0.005 0.004 0.005 0.004 0.004 0.005 -




3.5. SDS6 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA bolgeleri PZR’ de c¢ogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde
yiriitilmistir. Agaroz jel elektroforezinde PZR {iriinlerinin yaklasik 1500 baz ¢iftine
karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.14°te SDS6 kodlu susa ait farkli
primer baglanma sicakliklarindaki PZR iiriinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan

baglanmalarim en az oldugu sicakligin 56°C oldugu belirlenmistir

MSO*C S1°C S2°C S3°C S4°C S5°C 56°C S7T°C 58°C 59°C 60°C

1500 bp sp

Y e N N e e e e ey

M, markar (100 -1500bp)

Sekil 3.14. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS6 kodlu susa ait PZRiir{inleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Sekil
3.15°’te SDS6 susuna ait farkli MgClykonsantrasyonlarindaki PZR  iiriinleri
gosterilmistir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan

2 mM belirtilmistir.
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2.00 ma NI 225 mN 250 mM

1500bp

M. marker (100 -1500 bp)

Sekil 3.15. Farkli MgCl,Konsantrasyonlarinda SDS6 susuna ait PZR iiriinleri

3.5.1. SDS6 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tanimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 15181nda agag olusturulmustur. Bu ¢aligmada veriler MEGA 6programina veri
olarak yiiklenerek SDS6 kodlu susa en yakin homoloji gosteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir (Cizelge 3.3). Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerine gére SDS6 kodlu sus % 99 oranindaPseudomanas
fluorescens(accession number KJ937670) ile homoloji gosterdigi saptanmuistir.

16S rDNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programinda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.16).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzaklig
evrimsel akrabaliklarmi gostermektedir. Buna gore SDS6 kodlu sus evrimsel

acidanPseudomanas fluorescens ile yakin akraba oldugu goriilmiistiir.
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Pseudomonas fluorescens CCM 2115 (DQ207731)
1l Pseudomanas poae RE1-1-14 (CP004045)
Pseudo! rhodesiae CIP 104664 (AF064459)
Pseudomanas extremaustralis 14-3 (AJ583501)
Pseudomanas marginalis ATTC 10844 (AB021401)
4‘: Pseudomanas veront CIP 104663 (AF064460)
Pseud s kilonensis 520-20 (AJ292426)
Pseudomanas brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 (CP002585)
Pseudomanas chlorapsis subsp. aurantiaca ATCC 33663 (DQ682655)
_|: Pseudomanas chlorapsis subsp. aureofaciens DSM 6698 (AY509898)

Pseudomanas chlorapsis subsp. chrorarapsis NBRC 3904 (AB680166)
_1: Pseudomanas chlorapsis subsp. chrorarapsis DSM 50083 (Z76673)
Pseudomanas syringae pv. phaseolicola 1448A (CP000058)
Pseud. as asturiensis LPPA 221 (FM865870)
SDS6 (KJ937670)

21

Sekil 3.16. SDS6 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendogram
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Cizelge 3.3. SDS6 kodlu sus i¢in 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerler

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1  Pseudomanas asturiensis LPPA 221
2 Pseudomanas brassicacearum subsp. brassicacearum 0.021
3 Pseudomanas chlororapsis subsp. aurantiaca ATCC 33663 0.019  0.005
4  Pseudomanas chlororapsis subsp. aureofaciens DSM 6698 0.023  0.010 0.006
5  Pseudomanas chlororapsis subsp. chlororapsis NBRC 0.018 0.003 0.003 0.008
6 Pseudomanas chlororapsis subsp. chrorapsis DSM 50083 0.018 0.003 0.003 0.008 0.000
7  Pseudomanas extremaustralis 14-3 0.026 0.010 0.013 0.018 0.012 0.012
8  Pseudomanas fluorescens CCM 2115 0.026 0.010 0.014 0.019 0.012 0.012 0.003
9  Pseudomanas kilonensis 520-20 0.019 0.005 0.009 0.014 0.006 0.006 0.009 0.009
10 Pseudomanas marginalis ATCC 10844 0.023 0.009 0.010 0.015 0.010 0.010 0.004 0.006 0.008
11 Pseudomanas poae RE1-1-14 0.026 0.015 0.016 0.019 0.017 0.017 0.006 0.005 0.014 0.009
12 Pseudomanas rhodesiae CIP 104664 0.026 0.010 0.012 0.017 0.012 0.012 0.001 0.003 0.009 0.005 0.005
13 Pseudomanas syringae pv. phaseolicola 1448A 0.014 0.008 0.005 0.012 0.005 0.005 0.013 0.013 0.006 0.010 0.017 0.013
14  Pseudomanas veroni CIP 104663 0.025 0.008 0.010 0.015 0.009 0.009 0.004 0.006 0.008 0.003 0.010 0.005 0.012
15 SDS6 1.059 1.049 1.049 1.059 1.054 1.054 1.041 1.052 1.030 1.029 1.047 1.046 1.036 1.033 -




3.6. SDS8 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde yiiriitilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.17°de SDS8 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR firiinleri  gosterilmistir.  Spesifik olmayan

baglanmalarm en az oldugu sicakligin 56°C oldugu belirlenmistir.

M SO"C SI17C 827 C S3"C S47C S§C S6°C ST C S8 C 590°C o0"C

1500D
s L Gmd S N el St S ) D

M, marker(100-1500bp)

Sekil 3.17. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS8 kodlu susa ait PZR iiriinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi igin farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Sekil
3.18’de SDS8 susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iiriinleri
gosterilmistir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu MgCl; konsantrasyonu olan 2mM

belirtilmistir

1.50mM 1.75%mM 200 mM 225 mM 2 X0 m M

1500 5p

M, marker(100-1500bp)

Sekil 3.18. Farkli MgCl; konsantrasyonlarinda SDS8 susuna ait PZR iirtinleri

59



3.6.1. SDS8 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tanimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 1s181inda aga¢ olusturulmustur. Bu ¢alismada veriler MEGA 6programina veri
olarak yiiklenerek SDS8 kodlu susa en yakin homoloji gosteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir (Cizelge 3.4). Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerine gore SDS8 kodlu sus % 99 oraninda Pseudomanas

baetica (accession number KJ937672) ile homoloji gosterdigi saptanmustir.

16S rDNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programinda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.19).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarlt bootstrap analizi yapilmistir. Suslarin soy agacinda birbirlerine olan uzaklig
evrimsel akrabaliklarin1 gostermektedir. Buna gére SDS8 kodlu sus evrimsel agidan

Pseudomonas baetica ile yakin akraba oldugu gorilmiistiir.

Pseudomanas chlororapsis subsp. aurantiaca NCIB10068 (DQ682635)

_I: Pseudomanas chlororapsis subsp. aureofactens ATCC 13985 (AF094722)
Pseudomanas chlororapsis ATCC 9446 (F1652610)
Pseudomanas brassicacearum subsp. brassicaceartm NFM421 (CP002585)

—': Pseudomanas fredertksbergensis DSM 13022 (FR750403)
Pseudomanas koreensis Ps 9-14 (AF468452)
Pseudomanas moraviensts 1B4 (AY970952)
Pseudomanas mandelii NBRC 103147 (AB681956)
Pseudomanas jessenii CIP 105274 (AF068259)

I Pseudomanas mohnit IpA-2 (AM293567)
Pseudomanas reinekef MT1 (AM293565)

_II Pseudomanas umsongensis Ps 3-10 (AF468450)

Pseudomanas baetica 2390 (FM201274)
Pseudomanas mucidolens NBRC 103159 (AB681967)

SDS8 (KJ936672)

01

Sekil 3.19. SDS8 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendogram
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Cizelge 3.4. SDS8 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 SDS8
2 Pseudomanas baetica a390 1.046
3 Pseudomanas fluorescens Pf0-1 1.059 0.06
4 Pseudomanas brassicacearum subsp. brassicacearum 1.072 0.08 0.008
5  Pseudomanas chlororapsis subsp. aureofaciens DSM 1.082 0.015 0.011 0.013
6  Pseudomanas chlororapsis subsp. chlororapsis DSM 1.077 0.09 0.005 0.003 0.010
7  Pseudomanas protegens Pf-5 1.060 0.06 0.008 0.013 0.017 0.010
8  Pseudomanas kilonensis 520-20 1.052 0.05 0.011 0.005 0.017 0.006 0.009
9  Pseudomanas protogens CHAO 1.060 0.06 0.008 0.013 0.017 0.010 0.000 0.009
10 Pseudomanas veronii CIP 104663 1.062 0.09 0.013 0.008 0.013 0.009 0.015 0.008 0.015
11 Pseudomanas rhodesiae CIP 104664 1.075 0.09 0.014 0.010 0.014 0.011 0.010 0.009 0.010 0.005
12 Pseudomanas mucidolens 1AM 12406 1.062 0.09 0.014 0.013 0.017 0.014 0.010 0.011 0.010 0.008 0.003
13 Pseudomanas synxantha IAM 12356 1.075 0.011 0.017 0.011 0.016 0.013 0.013 0.010 0.013 0.005 0.003 0.005
14  Pseudomanas syrngae pv. phaseolicola 1448A 1.059 0.06 0.008 0.008 0.014 0.005 0.008 0.006 0.008 0.011 0.013 0.015 0.014
15 Pseudomanas sponiphila DSM 9751 1.048 0.008 0.009 0.014 0.018 0.011 0.006 0.010 0.006 0.017 0.017 0.017 0.019 0.009 -




3.7. SDS12-1 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizi

16S rDNA bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde yliriitilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.19°da SDS12-1 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR firiinleri  gosterilmistir.  Spesifik olmayan

baglanmalarm en az oldugu sicakligin 58°C oldugu belirlenmistir.

M_S0°C S1°C S2°C S3°C S4°C SS°C S6°C ST7°C S8°C S9°C 60°C

1S00bD me—

M, markar(100 -1500bp)

Sekil 3.20. Farkli primer baglanma sicakliklarinda SDS12-1 kodlu susa ait

PZRiirunleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlart denenmistir. Sekil
3.21°’de SDSI12-1 susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR fiiriinleri
goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2

MM belirtilmistir.

1S00DD em—

M. markar (100 -1500bp)

Sekil 3.21. Farkli MgCl; konsantrasyonlarinda SDS12-1 susuna ait PZR iiriinleri

62



3.7.1. SDS12-1 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tanimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 1s181nda agag olusturulmustur. Bu ¢alismada veriler MEGA 6 programina veri
olarak ytiklenerek SDS12-1 kodlu susa en yakin homoloji gosteren tiirler arasindaki
genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir. (Cizelge 3.5.). Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerine gore SDS12-1 kodlu sus % 95 oraninda Pseudomanas

fluorescens (accession number KJ937679)ile homoloji gosterdigi saptanmustir.

16S rDNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 6 programinda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joiningtree olusturulmustur (Sekil 3.22).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatiksel olarak belirlemek amaciyla 1000
tekrarlt bootstrap analizi yapilmistir. Suglarin soy agacinda birbirlerine olan uzakligi
evrimsel akrabaliklarini gostermektedir. Buna gére SDS12-1 kodlu sus evrimsel

acidan Pseudomonas fluorescens ile yakin akraba oldugu gorilmiistiir.

Pseudomanas baetica 2390 (FM201274)

Pseudomanas umsongensis Ps 3-10 (AF468450)

Pseudomanas migulae NBRC 103157 (AB681965)
Pseudomanas vancouverensis DhA-51 (AJ011507)
—|: Pseudomanas fessent CIP 105274 (AF068239)
Pseudomanas reinekei MT1 (AM292565)
Pseudomanas fluorescens Pf0-1 (FM201274)
Pseudomanas koreensis Ps 9-14 (AF468452)
—: Pseudomanas moraviensis 1B4 (AY970952)
Pseudomanas cedrina subsp. fulgida P 515/12 (AJ492830)
Pseudomanas azatoformans NBRC 12693 (AB680322)
Pseudomanas gessardi CIP 105469 (AF074384)
Pseudomanas mucidolens NBRC 103159 (AB681967)

—: Pseudomanas synxentha NBRC 3913 (AB680171)

SDSI12-1 (KJ37679)

01

Sekil 3.22. SDS12-1 kodlu susa ait neighbourjoining metoduyla olusturulan

dendogram
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Cizelge 3.5. SDS12-1 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 SDS12-1
2 Pseudomanas fluorescens Pf0-1 1.114
3 Pseudomanas reinekei MT1 1.086 0.007
4 Pseudomanas mucidolens NBRC 103159 1.092 0.013 0.008
5 Pseudomanas synxantha NBRC 3913 1.092 0.013 0.008 0.000
6 Pseudomanas koreensis Ps 9-14 1.095 0.003 0.003 0.012 0.012
7 Pseudomanas vancouverensis DhA-51 1.092 0.008 0.002 0.010 0.010 0.005
8  Pseudomanas gessardii CIP 105469 1.099 0.013 0.010 0.002 0.002 0.013 0.012
9 Pseudomanas azotoformans NBRC 12693 1.102 0.018 0.013 0.005 0.005 0.017 0.015 0.007
10 Pseudomanas jessenii CIP 105274 1.083 0.010 0.003 0.012 0.012 0.007 0.002 0.013 0.017
11 Pseudomanas moraviensis 1B4 1.088 0.008 0.008 0.017 0.017 0.005 0.010 0.018 0.022 0.012
12  Pseudomanas migulae NBRC 103157 1.086 0.010 0.003 0.012 0.012 0.007 0.005 0.013 0.017 0.003 0.012
13 Pseudomanas cedrina subsp. fulgida P 515/12 1063 0.018 0.013 0.012 0.012 0.017 0.015 0.013 0.013 0.017 0.022 0.017
14 Pseudomanas baetica a390 1.086 0.010 0.003 0.012 0.012 0.007 0.005 0.013 0.017 0.003 0.012 0.000 0.017
15 Pseudomanasumsongensis Ps 3-10 1086 0.010 0.003 0.012 0.012 0.007 0.005 0.013 0.017 0.003 0.012 0.000 0.017 0.000 -




3.8. sdsA Gen Analizlerinin Yapilmasi

Shahbazi ve arkadaslar1 [69], Chatuverdi ve Kumar [70] sdsA geni i¢in kullandiklar
primerler SDS degrade eden suslar igin SASA geninin varligini belirleyememistir.
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) [70], F 5> — GTC TAC ACCCAC TTC CACCCG G-3’R 5’-
GTG GCG GCA GCT TGA CCT TGA CCT TCT C- 3’ (672 bp) [69] (Sekil 3.23)

Primer ciftleri kullanilmig olup, primerlerin ¢alismadigi tespit edilmistir.

SDS3 SDS6 SDS8 SDS12-1 M SDS3 SDS6 SDS8 SDSI12-1

M, markear M, marker

(a) (b)

Sekil 3.23. Farkli iki primer kullanilarak yapilan sdsA geni analizi 1977 bp (a) ve
672 bp (b)

3.8.1. sdsA Geni Primer Tasarim

NCBI’ da belirlenen sdsA geninin kodladigi alkil siilfatazlarin hizalanmasi
sonucunda 311 bp uzunlugunda ortak alkil siilfataz gen bolgesi elde edilmistir (Sekil
2.4). Elde edilen ortak alkil siilfataz gen bdlgesinden Vector NTI Express
(Lifetechnologies, ABD) primer tasarim yazilimi ile Sekil 3.24’te gosterildigi tizere

basamak basamak pirimer tasarlanmistir.
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P.aeruginosa PAOL ATGAG---—----— CCGTCT-G----CTTGC--—=—=————— ACTC-CTGG 25

Pseudomonas sp. DSM 6611 ATGTC-------- CCGCTTCA----TTCGC--—-—=--—-—- GCCAGCCAG 27
Pseudomonassp.alkylsulfatase-—-——-—--——-——-——-—————————— -
P.stutzeri ATGAA-------- CCTGCCCT----ATCGCT-—----- GGATGCTAACCAG 32
Pseudomonas sp. S9 PSdsA ATGARATTGAATGCCCTATCG----ACCGCAACGCATGGGAGCCGGTCAT 46
LegionellafalloniiAlkyl ATGACA----AATCCATATCAGCGCATCGC-—=--=-—=--— GTTATATTC 35
P.aeruginosa PAOl CECmmmmmmmmm e e TCGCCCCGCTG--——-—— CTCGCC-GGCG 49
Pseudomonas sp. DSM 6611 CGCCGCACAC--—————— TGCTCGCCACCCTG---——--— ATCGCC-GCCA 61
Pseudomonassp.alkylsulfatase -----------------—-—-———"——————— TG-—————- ATCGA--GGCG 11
P.stutzeri CACC-————————————— TTGTTGCTACTCAGTGCATGCAGCGAC-GGC- 66
Pseudomonas sp. S9 PSdsA CTCCAGTCAAATTATGGAAATTCAGCACTTCGTTTCTG-CTTGCC-GCAT 94
LegionellafalloniiAlkyl TTCT-——————————————— CTTATTGCTTCA-———-—-— TCGATTAGTT 61
*
P.aeruginosa PAOl CCGCCGA--AACCACCGC-——===—=—=——— GCC-———-—— CAAACCGCCC 78
Pseudomonas sp. DSM 6611 CCCTCGCCCAGCCGCTGCTGGCTGCAGAGAGCCTGGACAGCAAACCGGCC 111
Pseudomonassp.alkylsulfatase CC--CG---AGGGGCTG-———————————————————————————————— 23
P.stutzeri CCTGCGCCCAGTCACAGC-——======——— GCC-———=————— GCCACGC 94
Pseudomonas sp. S9 PSdsA CCATCAT--AGTATCTGGT------— CAAAGCTGGGCTGCAGAAACAGCT 135
LegionellafalloniiAlkyl TTGCTGCAGATAATTTAG-—————=—-—-— GCGGATTTAAAGAGCCGACT 99
*
P.aeruginosa PAOL AGTGCCTTCA----CCGTCG--AGGCCCAGCGGCGGGTCGARGCG----G 118
Pseudomonas sp. DSM 6611 AGCGCCATCA----CCGCCGCAAAGAACGCCGAAGTGCTGAAG---—~— A 151
Pseudomonassp.alkylsulfatase ------ ATCA----TCGTCG------ ACACCGGCGAGTCGGTG-—-—-— G 51
P.stutzeri CACGCACGCAA--GCTGCCC-—-—-- AGGCCGAGGTGGCGCAGAGCTATG 136
Pseudomonas sp. S9 PSdsA AA-GCCTGCAACGGATGCGACCARAGCCGCTAACGATGCTTTGCTCAAAG 184
LegionellafalloniiAlkyl GA-ACTGACA----CAGCAAAAARATGCGGCAATGGCCCAATC-——-—-— 137
* * * *
P.aeruginosa PAOl AATTGCCCTTCGCCGACCGCGCCGACTTCGAGCGCGCCGACCGCGGCCTG 168
Pseudomonas sp. DSM 6611 ACCTGCCGTTCGCCGACCGCGAGGAGTTCGAGGCCGCCARACGCGGGCTG 201
Pseudomonas sp alkylsulfatase ACCAGTCGCGCAAGGTCCTCGCCGAGTTC-——-=-=-——=-—-——- CGCAA---G 86
P.stutzeri ACCTGAGCCATGTCGA--GGGCCTAGCCCAGGCACGC----CGCGGCCTA 180
Pseudomonas sp. S9 PSdsA AGCTGCCATTTGACGACAAGACCTCCTTCGACTTAGCGCACARAGGCTTT 234
Legionellafallonii Alkyl - ACTTCCTTTTGCTGCTCAACAAGATTTCGCTGACGCAACAAGGGGATTT 186
* *
P.aeruginosa PAOl ATC-CGGCGCCCGGAGCGGTTACTCATCCGCAACCC---CGACGGCAGCG 214
Pseudomonas sp. DSM 6611 ATCGCGCCGTTC--AGCGG--GCAGATCAAGAACGC---CGAGGGCCAGG 244
Pseudomonassp.alkylsulfatase ATC----------- AGCG-—==—====——=——————— - ————————— 93
P.stutzeri ATTGCCACGCCTC-AGGGC---CAGGTGCGCGATGC---CGAAGGCGAAG 223
Pseudomonas sp. S9 PSdsA ATTGCTCCCCTGCCTGCAGA-ACCGATCAAAGGCGA---AAAGGGCAATA 280
LegionellafalloniiAlkyl ATAGCGACCAATGAAGGACA-AGTGATTAAAAAAACGAACGAAGATCGGG 235
* Kk *
P.aeruginosa PAOl TCGCCTGGCAGCTCGGTGGCTACGACTTCCTCCTCGACGGCAA-GCCTCG 263
Pseudomonas sp. DSM 6611 TGGTGTGGGACATGGGCGCGTACCAGTTCCTCAACGACAAGGACGCCGC- 293
Pseudomonassp.alkylsulfatase ----------"-"-"-"--"-"-———- ACAAGCCCATC-——=———-— AAGGCC--- 110
P.stutzeri TGATCTGGGACTTCGATAGCTTTGCGTTTATCC---AAGGTGAGGCCCC- 269
Pseudomonas sp. S9 PSdsA TGATCTGGGACCCAAGCAAATATGGCTTTATTAAAGAAGGTGAAGCCGCG 330
LegionellafalloniiAlkyl TGATATGGGATCTCAATTCTTATCAATTCATTAAAGGCGA-AAAGCCTCC 284
* * Kk k ok
P.aeruginosa PAOL C--GACAGCA-TCAATCCCAGCCTGCAACGCCAGGCCCTGCTCAATCTCA 310
Pseudomonas sp. DSM 6611 C--GACACGG-TCAACCCCAGCCTGTGGCACCAGGCCCAGCTGAACAACA 340
Pseudomonassp.alkylsulfatase ------ ATCG-TCTACACCCACTT------ CCA--CCCGG----ACCACA 141
P.stutzeri C--ACTACCG-TCAACCCCAGCCTGTGGCGGCAAGCGCTGCTGAATAACC 316
Pseudomonas sp. S9 PSdsA CCGGACACGA-CCAACCCAAGCTTGTGGCGCCAATCTCAACTAATCAATA 379
LegionellafalloniiAlkyl T---GCATCAATTAATCCCAGCTTATGGCGTCAAGCAAGACTTAATATGA 331
* * * * Kk * K *
P.aeruginosa PAOL AGTACGGCTTGTTCGAGGT--TGCCGAGGGTATCTACCAGGTGCGCGGCT 358
Pseudomonas sp. DSM 6611 TCGCCGGCCTGTTCGAGGTCATGCCGAAGCT--CTACCAGGTGCGCGGCC 388
Pseudomonassp.alkylsulfatase TCAACGGCGTG---AAGGC--———-——————-—————————————————— CT 159
P.stutzeri AGGTTGGGCTGTTCAAAGT--CAGCGACAAAATCTATCAGCTACGCGGCT 364
Pseudomonas sp. S9 PSdsA TTTCTGGCCTGTTTGAAGT --CACCGACGGCATTTACCAAGTCCGCAACT 427
LegionellafalloniiAlkyl ATAATGGCCTGTACAAGGT--CACTGATAGGATTTATCARATTCGTGGTT 379
* ok * K * Kk
P.aeruginosa PAOL TCGACCTGGCCAACATCACCTTCATCCGCGGCGAC-AGCGGCTGGATCGT 407
Pseudomonas sp. DSM 6611 TCGATCCGGCGAACATGACCATCATCGAAGGCGAC-AGCGGTCTGGTGCT 437
Pseudomonassp.alkylsulfatase TCG--TCAGCGAAGAGCA---—--—-———-— GGTGAAGAGCGGCGAGGTGCG 196
P.stutzeri TCGACCTAGCCAACATGACGCTGATCGAAGGCGAC-AGCGGCTGGATTGT 413
Pseudomonas sp. S9 PSdsA ATGACTTGTCGAACATGACCATCGTCGAAGGCARA-GATGGCATCACCAT 476
LegionellafalloniiAlkyl TTGATTTATCAAATATGGATATTATCGAAGGTAAT-ACAGGTTTAATTAT 428
* * ok k K * K * * K
P.aeruginosa PAO1l GGTCGACACCCTGACCACCCCGGCCACCGCCAGGGCGGCCTACGAACTGG 457
Pseudomonas sp. DSM 6611 CATCGATACCCTGACCACCGCGGAAACCGCCCGCGCCGCCCTCGACCTGT 487

Sekil 3.24. Calismada elde edilen alkil siilfataz sekanslarinin hizalanmasi

(*); Ortak sekanslar
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Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOlL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA

LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase

Sekil 3.24. (Devam)

CATCTACGCCCAGGAAACC--—-=--- CTGCTGG---——-—-— ACAACGTCG 231
CATCGACCCGCTAACCAGCCGGGARACCGCCGCCTTCGCTATGGACTTCG 463
ATTCGACCCACTGATTTCACAAGAAACAGCGAAGGCAGCGCTCGACCTGT 526

TGTAGATCCATTAATTAGTGCAGAAACTGCCAAAGCAGGTTTGGATTTAT 478

* * * * ok k * *

TCAGCCGCGAGCTGGGCGA-GAGGCCGATCCGTACGGTGATCTACAGCCA 506
ATTTCCA-GCACCGACCGAAGAAGCCGATCGTCGCGGTGGTCTACAGCCA 536
TCACCCA-AGGCTCGCTGGTGGGGCCGATCCTCACCATGCGCTCGGGCTA 280
TTGCACAACATCTGGGCTC-ACGCCCGGTGAGCGCGATGATCTTCAGCCA 512
AC-TACAAACATCGGCCGAAAAAACCTGTGGTTGCAGTCATCTACACACA 575
AC-TTTAAACACCGACCTAAAAAGTCGGTITGTTGCAGTGATTTATACGCA 527

* * * * * *

CGCCCACGCCGATCACTTTGGAGGCGTGCGCGGTCTGGTAGAGCCACAGC 556
CAGCCATATCGACCACTTCGGCGGCGCGCGCGGCATCATCGA--CGAGGC 584
CA--—————————~ GCTTCGGCGTTGCGC--—-—— TCTCCGA--CGAGGA 310
CAGCCATGTCGATCACTTTGGCGGTGCTCTCGGCGTGATCAG--CGCCGA 560
CAGCCACGTTGACCACTACGGCGGCGTGCGCGGTGTTGTCGA--TGAGGC 623
CAGTCATGTGGATCACTATGGCGGGGTTAAAGGTATAGTCAA--TGAAGA 575

* kK kK kK * *
AGGT-CGCCAG----CGGCGCGGTGCAGATCATCGCTCCGGCCGGCTTCA 601
CGA--CGTCAAGGC-CGGCAAGGTGAAGGTCTTCGCGCCGTCCGGCTTCA 631

CAAG-CG-——————— CGACA---TGAACGCCG--GCCTCGGCCCGCT--~- 343

AGA--CGCCAAGGTGCGTCA-GCTACCGGTGATTGCCCCGGCTGGGTTTA 607
AGA--TGTTAAGGC-CGGCAAGGTTAAGATCTACGCACCGTTAGGTTTCC 670
TGATGTGACGAAG---GGTAAAGTAAAAATTTATGCGCCGAAGGGATTTC 622

* * * * % * % * *

TGGAGGCGGCGATCAAGGAGAACGTCCTGGCCGGCAACGCCATGATGCGC 651
TGGAGCATGCCGTCAGCGAGAACATCCTCGCCGGCACCGCCATGGCCCGT 681
7777777777 GGCCCACGAGGGCGCCTCCACCTTCATCGCC----CCCAC 379
TGGAAGAGGCCACCAGCGAAAACCTGATGATGGGCATCGCCATGGCCCGC 657
TTGAGCACGCCGTGGCCGAGAACGTTATGGCAGGTACTGCCATGAGCCGC 720
TAGAAGAGGCCGTAAGTGAGAACGTTTATGCGGGTAATGCGATGAGTCGT 672

* K * * * K *

CGCGCCACCTACCAGTACGGCACGCAACTGCCCAAGGGGCCGCAGGGGCA 701
CGCGGCCAGTACCAGAGTGGCGTCATGGTGCCGCGCGGAGCGCAGGCGCA 731
CG--ACACCTTCC---GCGACA-—————— GCC-=———————————————— 399
CGTGCCACCTTCATGTACGGCAAGCGCCTACCGCGCAGCGCCGAGGGCCT 707
CGGGCCAGCTATATGTACGGTAACCTGCTGCCGCCAGACGCCARAAGGGCA 770
CGTTCGTTTTATATGTATGGCACTTTTCTACCCCGCGGAGAAAGAGGCCA 722

* K * * * K

GGTCGACA-TGGCCATCGGCAAGGGATTGGCGCGCGG-ACCGCTGA-GC~ 747
GGTCGACAGCGGCC-TGTTCAAGACCACGGCGACCAATGCCACCAATACG 780
—-TCGACA-——-———-———————— - —————— CCACCAT---- 412
GGTAGACAACGGCC-TGGGCAAGGCGGTTGCCTTCGGGCACATGGGCATT 756
ATTAGGCGCTGGTC-TGGGTACCACCACATCGGCAGG---TACAGTAACG 816
AGTCGATGCCGGAT-TAGGTAAGACTACTTCAACGGG---TACAGTCACT 768

* ok

CTGCTGGCGCCGACCCGCCTGATCGAAGGCGAGGGCGAGGACCTGGTGCT 797
CTGGTCGCACCGAACGTGCTGATCGAGAAGCCCTACGAGCGCCACACCGT 830
425
CTGC---CGCCCACCCAACTGATCGACGGCCGCGAACAGACGCTGGACGT 803
CTGATTCCACCAACCGACATCATCAAAGAAACCGGTGAAACCCACGTAAT 866
CTTATTCCGCCAACAGATGAAATCAAGCAAACTGGAGAAATAAAAAATAT 818

* Kk * *

GGACGGCGTGCCGTTCACCTTCCAGAACACGCCGGGCACCGAGTCGCCGG 847
CGACGGCGTCGAGCTGGAGTTCCAGCTCACCCTGGGCAGCGAAGCGCCAT 880
——————— GTGCAGTTC---CTCCA---CGTGCC---CAGCGAGGCGCCGG 459
GGATGGAGTGCGCTTCGTCTTCTACAACGTACCCGAGAGTGAAGCCCCGG 853
CGACGGTCTCACTTACGAGTTCATGTATGCGCCTGGCAGTGAAGCCCCGG 916
TGATGGAATCGATATAGTATTTCAAATGGCACCTCATACTGAGGCGCCAG 868

* * * * * % * ok x

CGGAGATGAACATCTGGCTGCCGCGGCAGAAGGCCCTGCTGATGGCCGAG 897
CGGACATGAACATCTACCTGCCGCAGTTCAAGGTCCTGAACACCGCCGAT 930
ACGAAATCGTCCTCTACCTGCCGGACAACCGCGTGCTCATCAGCGCCGAG 509
CGGAAATGACCTTCAGCCTGCCGGAGCTGAACGCCTTTGGCGGCGCCGAG 903
CGGAGATGCTCTACTACATCAAGGAGAAGAAAGCCCTTAACGCTGCAGAA 966

CAGAAATGTTAATGTATTTCCCGCAATTCAAAGCATTATGTGCGGCGGAA 918

kK kK * * * * kK kK
A--ACGTG--GTCGGTACCCTGCACAACCTGTACACCCTGCGCGGCGCCG 943

A--ACGCGCCGCCGGCG--ATGCACAACCTGCTCACCCCGCGCGGCGCCG 976
GTGACCCAGGGCCCG-ACCCTGCCCAACGTCCACACCCTGCGCGGCACCA 558
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P.stutzeri
Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 6611
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Sekil 3.24. (Devam)

CT-ACTCT---CGCAAACCCTGCACAACCTGTACACCCTACGCGGCGCCA 949
G--ACTCC--ACGCATACGCTGCACAATACCTACTCGCTTCGTGGCGCCA 1012
G--ATGCA--ACGCATACCTTACATAATCTTTATACTTTGCGCGGTGCCC 964

* * ok * % * * Kk Kk * %

AGGTACGTGATGCGCTGGGCTGGAGCAAGTACATCAAC-CAGGCGCTGCA 992
AAGTGCGCGACGCCAAGGCCTGGGCCGGCTACATCGACGCCAGC-CTGGA 1025
AGTTCCGCGACCCGGTGGTGTGGGTGGCGAGCCTGGAC--AAGC--TGCG 604
AGGTACGCGATGCCTTGCAGTGGGCCAACTACATCGACGCCAGC--CGCG 997
AGATCCGTGACCCACTCGCTTGGTCGAAGTACCTCAACG-AAGCACTGAA 1061

AAGTAAGGGATGCTGCTTCTTGG-TGGAAAACGTTAAATGAAACCATAGA 1013
* ok K okk * kK * ok K *

TCGTTTCGGCAGGCAGGCCGAGGTGATGTTCGCGGTGCACAACTGGCCGC 1042
AAAATACGGCGACCGCACCGACGTGCTGATCCAGCAGCACAACTGGCCGG 1075
GGCCTTC-----— CAGGCCGACGTGATGGTGCCGCTGCACGGCCAGCCGG 648
CGCAAGCCGCTGGC--GCCGAGGTGCTGTTCAACCAGCACCACTGGCCAG 1045
ACTCTGGGGTGATGACGTTCAAGTGATGTATGCCATGCACCACTGGCCGG 1111
ATTATTTGGTGATAAGACCGAGGTTGTATTTGCGCAACATCATTGGCCCA 1063

* Kk * * K * KKk

GCTG-GGGCAACGCGGAGAT-CGTCGAGGTGC-TGG-AGAAGCAGCGCGA 1088
TCTG-GGGCGGCGACAAGGTGCGT--ACCTACCTCG-CCGACCAGCGCGA 1121
TGAGCGGGCGG-GAGAAGGT-GGAGGAGGTGCTGCGCATGACC--CGCGA 694

TGTGGGGGCAG-GACAACATCCA--GACCTTCCTCA-CCACCCAGCGTGA 1091
TGTG-GGGCAACAAAGAAGTGCGCGAGCAGTTATCG-CTA--CAACGCGA 1157
TGTG-GGATAACAAGCGCGT-TGTGGAGTTTC-TCG-AGAGTCAGCGTGA 1109

* kK * * * Kk Kk

CCTGTACGGCTACCTGCACGACCAGACCCTGCACCTGGCCAACCAGGGCG 1138
CATGTACGCCTTCCTCAACAACCGCGCGCTGAACCTGATGAACAAGGGCC 1171
CGCCATCGCCTACATCCACGACCAGACCGTGCGCTGGATGAACAAGGGCC 744
TGCCTACCGCTACCTGCACGATCAAACTGTTCGCCTGATGAATGCCGGCC 1141
CATGTACCGCTACATCAATGATGAAACCCTTCGCCTAGCGAACAAGGGTT 1207
TTTATATAAGTTTATCCATGATCAAGCATTACGTATGCTCAACCAAGGAT 1159

* * * * * * * K * K

TGACCATCGGCCAGGTGCACAACCGCC-TGCGCCTGCCGCCCAGC---CT 1184
TGACCCTCCACGAGAT-CGCGGCAGAAGTGAGCAAGCTGCCTGGCGAGCT 1220

TGACCCCCGACGAGCT----GGTGGAGAAGGTCAAGCTGCC-GCCACACC 789
TCACCGCGCCGGAGAT-CGCCGAGCAACTGCACCTGCCGCCCAGC---CT 1187
ACACCATGACCGAAAT----CGCGGAGCAGGTGAAACTGCCAAAGAAAAT 1253

TTGTGATGACTGAGAT----TGGCAACATGATGCAATTACCACCGGAGCT 1205

* * * * x

CGACCAG----GAATGGTACGACCGCGGCTACCACGGCTCG--GTCAGCC 1228
GGACCGG----AAGTGGTACCTGCGCAGCTACTACGGCGCGCTGTCGACC 1266
TGGCCGGCTACACGCCCTACCTGCGCGAGTACTACGGCACC--GTGAAGC 837

CGACCGCC----ATCTGAACGTGCACGACTACTACGGAACCC--TCAAGC 1231
TG-CTACA---AAATTCTCCAACCGCGGTTACTACGGCTCAC--TGAATC 1297
TG-CCAAT---AAGTGGTATAACCGTGATTATTATGGTTCC--GTAAGCC 1249

* ok * * % * ok k * * *

A--TAACGC--ACGG--GCCGTGCTGAACCGCTACCTGGGCTACTACGAC 1272
AACTTGCGC--GCGG--TC--TACC--AGCGCTACCTGGGCTTCTACGAC 1308
A--CAGCGT--GCGGCAGATCTACC--AGGGCTACCTGGGCTGGTTCCAG 881

A--CAACGT--GCGCGGCATCTATC--AGTTCTACCTAGGCTGGTTCGAC 1275

A--CAACGTCAAAGCCACTTATGTT----CTGTATCTTGGCTGGTTCATT 1341
A--TGATGCTAAGGC--GGTGTATC--AACGTTATTTGGGTTGGTATGAT 1293
* * * * * * * kkx K *

GGCAACCCGGCGACCCTCGACCCGCTCAGCCCGGAGGAC-TCGGCGGGCC 1321
GGCAATCCGGCCAACCTCGACCCGTTCCCGCCGGTCGAGGCCGGCAAGC- 1357
GGCGACCCGGTGGACCTCGACCCCATCCCGCCGGCGGAGAAGGCCAGGC- 930

GCCAACCCGGCCAACCTCGACCCACTGCCGCCGGTGGCCGCCGCC-GCCA 1324
GGCAACCCCGCCACATTGTGGGAGCTGCCACCTGCAGACAAGGCTAAGC- 1390
TCTAACCCAGCGCATCTTGACCCGATTATGCCCGTAGAATCGAGCAAAA- 1342

* kK K * * FE

GCTACGTGGAATACATGGGCGGCGCCGAGCGCC-TGTTGG-AGCAAGCGC 1369
GCTACGTCGAGGCCATGGGCGGCGCCGA-CGCCGTGCTCA-AGCAGATGC 1405
GCCTGATCGCCCTCATGGGCGGTCGCGA-CAAGGTGCTGATGGCGGCCG- 978
AGTACGTGGCCCTGGCCGGCGGCCGTGAGCCGC-TGCTGGCAGCCGCCGA 1373
GTTACGTTGAAATGATGGGTGGTGCTGA-CGCTGTGCTGAAAAAAGCCAA 1439
AATATGTTGAGTACATGGGGGGAGCTGA-TGCAGTCATTGAAAAAGCCAC 1391

* * * Kk KKk * K * *

GGGC-GTCGTACGCCAGGGGCGAATACCGTTGGGTGGTCGAGGTGGTCAA 1418
GCGCCGCCAT-CGACAAGGGCGACTACCGCTGGGCCGTGCAACTGGGCAA 1454
GCGATGCC-TACCTGAAGGGCGACTGGCAATGGGCGGCCGAACTGTCCGG 1027

GCAA-GCC-TATGCCGAGGGCGATTACCGCTGGGCCGCGGAGCTGGGCAA 1421
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Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOlL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
Legionellafallonii Alkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

Sekil 3.24. (Devam)

GGA--GTATTACGACRAAGGTGATTTCCGCTGGGTAGCCGAGGTAGTCAA 1487
AGAA-GCA-TACAACAAAGGGGAGTATCGGTGGGTTGCTGAGGTGATGAA 1439

* * *k Kk Kk * * Kk K * * *

CAGGCTGGTCTTCGCCGAGCCGGATAATCGGGCCGCGCGCGAGCTGCAGG 1468
CCACCTGGTCTTCGCCGACCCGGCCAACAAGGACGCCCGCGCCCTGCAGG 1504
CTACGCCATCCGCGTCGACCACGACGACAAACTCGCCCGCGACATCAAGG 1077
ACATCTGCTCTATGCCGATCCGGACAACCAGGGCGCCCGCGATCTGCAGG 1471
CCATGTGGTCTTTGCTGAACCGAACAATCAAGCGGCARARAAATATGCAAG 1537

TCATGTGGTATTCGCCGATCCTAATAATAAAAAAGCACGCGATTTGGAGG 1489
* ko kk K * * * ok ok

CCGACGCCCTGGAGCAACTCGGCTAC--CAGGCGGAG--AACGCCGGCTG 1514
CCGACGCCATGGAACAGCTCGGTTAC--CAGACCGAG--AACGCCCTCTG 1550
CCCGCAGCTTCCGCCGCCTGGGCTACGCCAG--CATG--AACATCAACTG 1123
CACGCAGCTTCGAGCAACTGGGCTAT--CAGGCCGAGTCGGGGCC--CTG 1517
CCGACGCGCTGGAACAGCTGGGTTAT--CAAGCTGAG--AGCGGCCCATG 1583

CTGATGCTTTTGAGCAGTTAGGTTAT--CAAACTGAA--AATCCAACATG 1535
* * * * Kk kK * *

GCGCAACAGCTACCTCAGCGCCGCCTACGAACTGCGCCACGGCGTAC--C 1562
GCGCAACATGTACATGACCGGGGCAATGGAACTGCGCCACGGTGTGC--C 1598
GCGCAACTGGTACCTGATGAGTGCCATGGAGCTGG---AAGGCAAGC--T 1168
GCGCAACTTCTACCTGAGTGGCACCTATGAGCTGCGCCACGGCCTGC--C 1565
GCGCAACTTCTACCTCACAGGTGCGCAGGAACTTCGCAATGGCGTGCAAC 1633
GCGTAATGAATATTTAATGGGGGCATTTGAATTGAGAAATGGGGTGC--- 1582

*kk kK * % * * * * % * * kK *

G---CGCGACCAGCCGACGATG-AAGGCCGGCAGCGCCGATGCCC-TGGC 1607

GACATATGACT--CCCGCGGC--AAGTCCGA-—————~- GATGGGC-CGC- 1635
GGAGGGCGACGTGGCGCTGGAA-ATGTCCCGC---~CGGGTGCGCGCGGE 1213
GGAAGAGGGTTTCACTCCGGTA-ATGATGCTC-——-—~- GATATGCTCAAA 1608
AACTTCCGACAC-CCGATACCGCAAGTCCT—-———--~- GACACCGTCAA- 1673
--—CTAAGATTCTCAGTTCATTTAGTTCTTCTTCTTCGGATACTATTCG- 1628
* * *
GGCGATGGACACCGGCCTGCTGTTCGACTATCTCGGCG----TGCGCCTG 1653

—~GCGCTGACTCCCGATATGTTCTTCGACC-TGCTGGCGA---TCCGCCTG 1680
CTTCCTCTCCCCGGACATGCTGAAGAACC-TGCCGGCGCGCATCTTCCTG 1262
CACACCGCTCCCGAGCGC-TTCCTGGACG-TGATGGCCA---CCAAGCTC 1653
GGCGATGGACTTGGATTTGTTCTTCGACT-TCCTGGCCA---TGCGTTTG 1719
CGCTATGCCTATGGAAATGTATCTCGATTATTTAGGAA----TGCGTTTG 1674

* * * % *

GA-CGCC--GGCGCTGCG-GAGGGCAAGGCGCTGAGCATCAACCTGCGCC 1699
GA-CACC--GATAAGGCC-GTCGGCCACGACATGACCCTCAAC-TGGGTG 1725
CA-GAACTGGGTGACGCGCATCGACCCGGAGAAGAGCGGCGACGTCGAAC 1311

AA-TGGCACGGCG--GCA-GCCGACAGCGCGCTGCGTATCAACCTCAACT 1699

AAAGGGCCTGATGTTGC----CGACAAGCACATCACTCTCAACCTTGACT 1765
GA-TGGCCAAAAAGCGCA---AGGTAAGAAAATGAGTATCAATTTAAGCC 1720
* * * * * * Kk *

TGCCG-GACATCGGTGAGAACTACCTGCTG-GAACTGAAGAA--CTCGCA 1745
TTCGAAGACCTCAAGCAGGACATCGCCCTG-ACCCTGCGCAA--CG-GCG 1771
T-—--- GGCCCTGGGCTTCGCCTTCC-CCG-ACATCGACGAAGCCTGGAC 1354
T-CACCGACAGCGGCGCGCGCTATCACTTGTGGATCGAGAACGCCGTG-- 1746
T-TACCGATCTCAAACAGAAGTACACGCTCGAGATGGTAAACGGTGTG-- 1812
T-CACGGATAAAAATCAACAATACGCGATT-AAATTGCAAAA--TTCAGT 1766

* * * *

CCTGAACAACCTGCGC-GGCGTG---CAG----AGCGAGGACGCCGGGCA 1787
TGCTGAC--CCAGCGC-GTCG-G-—--CAGCCTCAACCCGAAGGCCGACGT 1814
CCTGGAGGTGCGCCGC-GGCGTGGCCCAGCTCAAGTCCGG-CATTGACCC 1402
—-CTGCAT---CACCGC-CGTATG----AATGAAGGCGAAGTCGCCGAGGC 1787
—-CTCAAC-CACACCGAAGGCATG---CAA----GCTAAGAACGCCGACGC 1853
ACTG-ATTTATACCGCGAATAAA--—--ARATTGGAT---AATGCGGATGT 1808

* * % * *

GACCGTGAGCATCGACCGCGCC-GATC-TCAACCGGCT---GCTGCTCAA 1832
CACCGTGAA-GCTGACCAAGCC-CACCCTCGACCAGATC--GCCGCGCGC 1860
CGCCGTG----- CCCCTGCGCCTGACCCTCGACAAGC----GCTACCTGG 1443
CGACG-——==————— CCA-GCCTCAACCTGAGTAAGGACT-TCTTCTTGC 1825
GACCGTCAC--CTTAACGCGTGAAACCCTTAATAACGT---GATGCTAAA 1898
TAGTGTTTC--TTTACCGCGAAATGTATTAGATGCCATTAATCTGCGTGA 1856

* * * *
AGAGG----- TATCG-GCG-GTA-—----— CGCC-TGGTCTTCGAGGGCA- 1867
AAGC--=-—-——-- TCG-ACCTGCC---—--- CACCGCGATCAAGCAGGGCAC 1895

ACACCGTCATCAGCG-GCGAGAA----—- CAGCCTGCTCAA-GGGAGCGC 1485
AGATA---—--- ATCA-GTGGGCAAGCCGGCGCCGCAGCCCTGCTCAGCTC 1868
ACAG------- ACCACGCTAAAA-—-——-—— GATGCGGAAAGCTCAGGCGA 1934

G———————=—= ACTACTCTGGAT-------— GATGAGTTAAAGAAAGGTAC 1889

*
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P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOlL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

P.aeruginosa PAOL
Pseudomonas sp. DSM 66114
Pseudomonassp.alkylsulfatase
P.stutzeri

Pseudomonas sp. S9 PSdsA
LegionellafalloniiAlkyl

Sekil 3.24. (Devam)

————— AGC----TGAAGAG--TTCCGGCAATCCGCTGTTGCTGGGGC--- 1903

GGTCAAGC----TGGACGG--CGACGGCAA-—-———— GAAGCTCGGCG--- 1930
TGCTGGGGGACGTGAAGGT--CGATGGCAAC-——-—— CTGCTGGACATCA 1527
CGATCAGG----TGTCGAT--CGACGGCAAC-———-— CCCCTGGCCCTTG 1906
CATCAAAAT---CGAAGGTGACAAAGGCAA--—-———-——— GCTCGAAG--- 1969
AGTGAAAAT---TGATGGG---GATAGAAAT---—-—-— AAACTAAGCG--- 1924
* * kK * ok

AACTGTTCGGCATGCTCGGC-GACT---TCGACTTCTGGTTCGAT--ATC 1947
AGTTCTTCGGCCTGCTCGAC-AGCT---TCAGCCCGAAGTTCAAT--ATC 1974
AGACCTTC------ CTCGGC-TGCT---TCGACTTCGAGGACGCC--CCC 1565
GGCGCTTC----—— TTCAGCCTACTGGATCAGCCAGACGGACGCTTCCCC 1950
AGCTAATGAGC-TACATGGATAACT---TCGACTTCTGGTTCAAC----— 2010
AGTTACTCGATATGCTGGTTGTATT---TCAACC-GACATTTAAT--ATT 1968

* * * % *

GTCACGCCGGCGGCGAAGTCCGAAGGCTGA 1977[64]

GIC-—————————-— GAACCCCTCGAG-TGA 1992[67]

ATCGCCCT-—-—-—-—- CACCGTGCGTTGA 1586[65]

ATTG-——————————————— TCACGCGGTAG 1965[70]

ATTG-——————————————— TGACGCCATAA 2025[69]

ATCACGCC--------- GAATGAGCAATGA 1989([68]
* *
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Programin araglar ¢ubugundan DNA secenegi segilmistir (a). Tasarlanacak genin
ismi ve 311 bp uzunlugundaki ortak alkil siilfataz gen bolgesi yazilmistir. Canli
tiirine gore DNA’nin halkasal ya da dogrusal formuna dikkat ederek sec¢im

yapilmustir (Sekil 3.25).

‘Primer design/Find/PCR primers Inside Selection’ secenegi secilerek PZR {irlinii
uzunlugunun 233-311 bp arasinda, GC oranimnin % 35-60 arasinda, forward ve
reverse uzunlugunun ise 20-25 baz dizisi uzunlugu arasinda olmasi istenmistir. Eger
tasarlancak primer oldukga spesifik bir gen ise yapilmasi muhtemel biitiin hassas

ayarlar bu basamakta gergeklesmistir (Sekil 3.25).

Ortak alkil siilfataz gen bolgesinden, istenilen PZR iiriinii dogrultusunda forward ve

reverse’lerin lokalizasyonlari belirlenerek 10 tane primer tasarlanmistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. Kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Uriin uzunlugu Uzunluk Tm

(5-3) (bp) (bp) °C)

1. F AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 284 24 63.6
R CCAATGCGCGTACCATCTCG 20 58.7

2. F AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 289 24 63.6
R TCGTTCCAATGCGCGTACCA 20 59.6

3. F AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 292 24 63.6
R CCCTCGTTCCAATGCGCGTA 20 60.5

4, F AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 293 24 63.6
R ACCCTCGTTCCAATGCGCGT 20 61.2

5. F AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT 298 24 63.6
R TCCCGACCCTCGTTCCAATG 20 59.3

6. F GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 282 22 59.8
R CCAATGCGCGTACCATCTCG 20 58.7

7 F GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 283 22 59.8
R TCCAATGCGCGTACCATCTC 20 55.9

8 F GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 284 22 59.8
R TTCCAATGCGCGTACCATCT 20 55.9

9. F GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 285 22 59.8
R GTTCCAATGCGCGTACCATC 20 55.5

10. F GGCATGTAGCCAACCTCACGGT 286 22 59.8
R CGTTCCAATGCGCGTACCAT 20 58.2

F, forward; R, reverse

Belirlenen primerler arasindan primer tasarim kriterleri dikkate alinarak en uygun
olan Forward primer 5’-AGGGCATGTAGCCAACCTCACGGT-3" Reverse primer
5’-CCAATGCGCGTACCATCTCG-3’ 284 bp uzunlugundaki primer ¢ifti secilerek

sdsA gen analizi i¢in kullanilmistir.
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3.8.2. Tasarlanan Primer ile sdsA Geni Analizi

3.8.2.1.P. fluorescens SDS3 Susu sdsA Geni Analizi

Ortak alkil siilfataz bolgesinden tasarlanan SdSA gen bolgeleri PZR’ de ¢ogaltildiktan
sonra % I’lik agaroz jelde yiiritilmistir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
triinlerinin yaklasik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir.
Sekil 3.26’da P. fluorescens SDS3 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarindaki PZR irtlinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligi 50°C oldugu belirlenmistir.

M 48°C 50°C 52°C 54°C 56°C 58°C 60°C

300 bp—»

M, markar (100-1300bp)

Sekil 3.26. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. fluorescens SDS3 kodlu susa
ait sdsA PZR iiriinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi icin farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada
diger PZR sartlart sabit tutulmustur. Sekil 3.27°de P. fluorescens SDS3 susuna ait
farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iirlinleri  gdsterilmistir  Spesifik

baglanmalarin en az oldugu MgCl; konsantrasyonu 3 mM olarakbelirtilmistir.
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M 2.75mM 3mM 3.25mM 3.5mM

M, marker(100-1500bp)

Sekil 3.27. Farkli MgCl; konsantrasyonlarinda P. fluorescens SDS3 susuna ait SdSA

PZR {irtinleri

3.8.2.2.P. fluorescens SDS6 Susu sdsA Geni PZR Optimizasyonu

Ortak alkil siilfataz bolgesinden tasarlanan SdSA gen bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan
sonta % 1’lik agaroz jelde ylriitiilmustiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
triinlerinin yaklasik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir.
Sekil 3.28’de P. fluorescens SDS6 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarindaki PZR fiirtinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

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

300bp—p

M, marker(100-1500bp)

Sekil 3.28. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. fluorescens SDS6 kodlu susa
ait sdsA PZR firiinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi icin farkli MgCl, konsantrasyonlart denenmistir. Bu sirada
diger PZR sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.29°da P. fluorescens SDS6 susuna ait
farkli  MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR iriinleri gosterilmigtir.  Spesifik

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

M 2.75mM 3mM 325mM 3. S5mM

100 op ——pn <—284bp

M, markar(100-1300bp)

Sekil 3.29. Farkli MgCl, konsantrasyonlarindaP. fluorescens SDS6 susuna ait SUSA

PZR tirtinleri
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3.8.2.3. P. baetica SDS8 Susu sdsA Geni PZR Optimizasyonu

Ortak alkil stilfataz bolgesinden tasarlanan sdsA gen bolgeleri PZR’de ¢ogaltildiktan
sonra % 1’lik agaroz jelde yiiritilmistir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
tirtinlerinin yaklasik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir.
Sekil 3.30°da P. baetica SDS12-1 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarindaki PZR iirtinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligin 58°C oldugu belirlenmistir.

M 48°C 50°C 52°C 54°C 56°C 58°C 60°C

300 bp—»p

M, markar(100-1500bp)

Sekil 3.30. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. baetica SDS8kodlu susa ait
sdsA PZR iirtinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi icin farkli MgCl, konsantrasyonlart denenmistir. Bu sirada
diger PZR sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.31’de P. baetica SDS8 susuna ait farkli
MgCl; konsantrasyonlarindaki PZR {iriinleri gosterilmistir. Spesifik baglanmalarin en

az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 3 mM belirtilmistir.

77



M 2.75mM 3mM 3.25mM 3.5mM

300bp
P «—284 bp

M, markar(100-1500bp)

Sekil 3.31. Farkli MgCl;, konsantrasyonlarindaP. baetica SDS8susuna ait SdsA PZR

urtnleri

3.8.2.4.P. fluorescens SDS12-1 Susu sdsA Geni PZR Optimizasyonu

Ortak alkil siilfataz bolgesinden tasarlanan SdSA gen bolgeleri PZR’ da ¢ogaltildiktan
sonta % 1’lik agaroz jelde ylriitiilmiistiir. Agaroz jel elektroforezinde PZR
tirlinlerinin yaklagik 284 baz ciftine karsilik gelen bolgede oldugu goriilmektedir.
Sekil 3.32.’deP. fluorescens SDS12-1 kodlu susa ait farkli primer baglanma
sicakliklarindaki PZR iirtinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az

oldugu sicakligim 50°C oldugu belirtilmistir.
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48°C 50°C 52°C 54°C 56°C 58°C 60°C

300bp—»

M, marker (100-1500bp)

Sekil 3.32. Farkli primer baglanma sicakliklarinda P. fluorescens SDS12-1kodlu

susa ait SdsA PZR iriinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik olmayan
baglanmanin giderilmesi icin farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada
diger PZR sartlar: sabit tutulmustur. Sekil 3.33°te P. fluorescens SDS12-1 susuna ait
farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR {iriinleri  gosterilmistir.  Spesifik

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

M 2.75mM 3mM 3.25mM 3.5mM

284 bp

M, markear {100-1300 bp)

Sekil 3.33. Farkli MgCl, konsantrasyonlarindaP. fluorescens SDS12-1susuna ait
sdsA PZR iiriinleri
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3.9. SDS Degrade Suslarin Alkil Siilfataz Enzimi Protein Profillerinin

Belirlenmesi ve Zimografi Analizleri

3.9.1. AIKil Siilfataz Protein Profillerinin Belirlenmesi

P. fluorescens SDS3, P. Fluorescens SDS6, P. baetica SDS8 ve P. fluorescens
SDS12-1 suglarinin SDS igeren ortamda alkil siilfataz enzimi protein profilleri
incelenmistir (Sekil 3.34). 77 kDa agirhiginda olan alkil siilfataz proteininin
lokasyonunu belirlemek igin jelin protein molekiiler agirlik belirleme standart

egrisine gore ¢izilmistir.

M M SDS3 SDS6 SDS8 SDSI2-1 NK

NK, negatif kontrol (S. aureus);

M, ColorPlus Prestained Protein Marker

Sekil 3.34. SDS degrade eden bakterilerin alkil siilfataz proteini lokasyonunun

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

3.9.2. Alkil Siilfataz Enzimi Zimografi Analizlerinin Yapilmasi

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

inaktif formda oldugu gosterilmistir (Sekil 3.36).
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Sekil 3.36. SDS degrade eden suglarin alkil siilfataz enzimlerinin aktif (a) ve inaktif
formlar1 (b)

3.10. AIKil Siilfataz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SDS degrade eden suslarinin alkil siilfataz enzim aktivitesinin belirlenmesinde ilk
olarak farkli pH ve sicaklik araliklarina ve spesifik enzim aktivitelerine (U/mgQ)
bakilmistir. Yapilan calismalar sonucunda suslarinoptimum pH 7.5 ve optimum
sicaklik 30°C sicakliginda ve spesifik enzim aktivitelerinin ise SDS3 kodlu sus olan
P. fluorescens 2.80 U/mg, SDS6 kodlu sus olan P. fluorescens 1.90 U/mg, SDS8
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kodlu olan sug P. baetica 2.80 U/mg ve SDS12-1 kodlu olan sus P. fluorescens 2.80
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 (0.36 mg/mL), 2, 3, 4 ve 5 enzim konsantrasyonlar1 kullanilmigtir

(Sekil 3.35).

P. fluorescens SDS3 kodlu susun 1.44 mg/mL (% 4) alkil siilfataz enzimmiktarinda
20 mg/mL SDS‘i 4.9 mg/mL’ye diisiirerek % 75 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmisgtir (Sekil 3.38).

P. fluorescens SDS6 kodlu susun 1.1 mg/mL (% 3) alkil siilfataz enzimmiktarinda 20
mg/mL SDS‘1 7.5 mg/mL’ye disiirerek % 62 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3.38).

P. baetica SDS8 kodlu susun 1.44 mg/mL (% 4) alkil siilfataz enzimmiktarinda 20

mg/mL SDS‘1 5.1 mg/mL’ye disiirerek % 75 oraninda degradasyon yaptig
belirlenmistir (Sekil 3.38).
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P.fluorescens SDS12-1 kodlu susun 1.1 mg/mL (% 3) alkil siilfataz enzimmiktarinda
20 mg/mL SDS‘1 5.1 mg/mL’ye diisiirerek % 75 oraninda degradasyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3.38).

80
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Sekil 3.38. Ekstrakt haldeki alkil siilfataz enzim aktivitesinin belirlenmesi
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G8

Cizelge 3.7. Calismada elde edilen SDS degrade eden bakteriler ve 6zellikleri

Sus kodu

SDS3

SDS6

SDS8

SDS12-1

izole edilen bolge

koordinati

39°26°03.30’K,
33°24°08.43°D, 781 m
39°34°34.39°K,
33°26°11.61’D,763 m
39°48°53.04’K,
33°28°55.46°D, 852 m
39°57°22.99”°K,
33°25°04.35°D, 679 m

16S rRNA
sekansi

(% Homoloji)

Pseudomanas fluorens
% 99
Pseudomanas fluorens
% 99
Pseudomanas baetica
%99
Pseudomanas fluorens
% 95

EMBL

Giris

Numarasi

KJ937668

KJ937670

KJ937672

KJ937679

Maksimum
SDS
tolarasyonu
(g/L)

60

65

65

15

SDS degradasyonu

Deterjan sanayi atik suyundaki

Saf kiiltiir Steril olmayan Steril olan
ortaminda (Yolsaat) (Y/saat)
(%/saat)
88/48 84/60 70/90
46 /48 84/54 63/102
88/48 88 /66 80/96
88/42 86/77 80/90

sdsA
geni

analizi

AlKil siilfataz
Native-PAGE

analizi

AlKil siilfataz
enzim
aktivitesi
(U/mg)

2.80

1.90

2.80

2.80

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



4. TARTISMA VE SONUC

Yapilan arastirmalar sonucunda akarsu ve yiizey sularindaki deterjan kirliliginin son
yillarda arttigi gorilmistir. Su kaynaklarimin sinirli oldugu giiniimiizde, su
kirliliginin kontrol edilmesi ve 6nlenmesi son derece dnem kazanmistir. Bu sebeple
evsel ve sanayi kaynakli atik deterjanlarin biyolojik olarak pargalanmasina
yonelikgalismalar 6zellikle gelismis tilkelerin daha fazla 6nemsedigi bir konudur. Bu
calismanin hedefinde anyonik deterjanla kirlenmis yiizey sularda bulunan yiiksek
degradasyon yetenegi gosteren izolatlarin arastirilmasi, tanimlanmasi, anyonik
deterjan  degradasyonu caligmalarinda  kullanilabilme  potansiyellerinin
Obelirlenmesidir. Bu anlamda nedenle de benzer konulardaki ¢alismalara ve literatiire

0zglin katkida bulunacagi diisiiniillmektedir.

Kirikkale-Kizilirmak’ta 2013-2014 yillar1 arasinda mevsimsel periyotlarla alinan
sudrneklerinin MBAS yontemi ile yapilan deterjan analiz sonuglarina gore en yliksek
degerler yaz ayindaBucakyazi - Sazbucagi Mevkii ve Asagiyazi Kum Ocagi
Mevkiibolgelerinde 12.7 ve 10.4 mg/L olarak olclilmiistiir. En diisiik degerler ise
ilkbahar aymmda Akkosan Merkez Mevkii, Kapulukaya Baraji Su Tutma Bendi
bolgelerinde 1.77 ve 1.78 mg/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Deterjanlar konusunda Diinya
Saglik Teskilat’'nin (WHO) o6nerdigi limitlere gbre igme suyunda bulunabilecek
anyonik deterjanlar 0.2 mg/L’yi ge¢gmemelidir. Avrupa Birliginde uygulanan su
kalitesi kriterlerinde, metilen mavisi aktif maddelerin tavsiye edilen degeri 0.3 mg/L
olarak kabul edilmistir. 4 Eyliil 1988 tarih ve 19919 sayili Resmi Gazetede belirtilen
yiizeysel sulardaki anyonik yiizey aktif madde konsantrasyonlarina gore 1. sif
(yiiksek kalite) 0.5 mg/L, 2. simf (az kirletilmig) 1 mg/L, 3. smf (kirletilmis) 1.5
mg/L ve 4. smif (¢ok kirletilmis) > 1.5 mg/L oldugu belirlenmistir [2]. Basaran
(2004) yapmis oldugu tez ¢alismasinda Yuvarlak Cay’da deterjan konsantrasyonunu
0.12 mg/L, Kiiciik Menderes Nehri’nde 0-0.93 mg/L, Bakir¢ay’da 0.01-0.29 mg/L
olarak belirlenmistir [79]. Minareci ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 ¢alismada Gediz
Nehir sisteminde anyonik ylizey aktif madde kirliliginin incelendigi bir arastirmada,

deterjan konsantrasyonlarinin bazi istasyonlarda su kalite kriterlerinin {istlinde
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(0.023-4.48 mg/L) 4. dereceden yani ¢ok kirlenmis su smifinda oldugu
bulunmustur.Bu konsantrasyonlarin su bitkileri ve baliklar i¢in toksik etki sinirlarina

ulastig1 belirtilmistir [3].

Yapilan literatiir ¢aligmalarinda Kirikkale-Kizilirmak’tan elde edilensonuglara gore
irmagin 4. Dereceden anyonik yiizey aktif maddelerle ¢ok kirletilmis ylizey sulari
oldugu tespit edilmis olup Diinya Saghk Orgiitii ve Avrupa birligi su kalitesi

kriterlerine gore standart degerlerin oldukga iizerinde oldugu dikkat cekmektedir.

Erdemli Mahallesi-Sarimusali Mevkii, Bucakyazi-Sazbucagi Mevkii, Kapulukaya
Baraj1 Girisi ve Kizilirmak Kirikkale 11 Cikist bolgelerinden SDS degrade eden 4 sus
izole edilmistir. izole edilen suslara sirasiyla SDS3, SDS6, SDS8 ve SDS12-1 olarak
adlandirilmig, aralarinda SDS degradasyon yetenegi en yiiksek olan sus SDS3 ve
MTK degeri 60 g/L olarak belirlenmistir. izole edilen diger SDS degrade
edensuslarin MTK degerleri sirayla 70, 65 ve 15 g/L olarak belirlenmistir.

M.Y. Shukor ve arkadaslar1 [42] otomobil yikama atik suyundan izole ettikleri
Klebsiellaoxytocasusu igin 1-10 g/L arasinda SDS konsantrasyonu denenmis ve elde
edilen MTK degeri 2 g/L oldugu gozlemlenmistir. B. Jovcic ve arkadaslari [80] izole
ettikleri Pseudomonas ATCC19151 susun tek karbon katnagi olarak SDS’i
kullanmastyla ilgili yapilan calismada 1.5-3 g/L arasinda SDS konsantrasyonu
denenmis ve MTK degerinin 1.5 g/L oldugu belirlenmistir.

Genel olarak yapilan deneysel ¢alismalarin sonucunda irmaktan izole edilen SDS3,
SDS6, SDS8 ve SDS12-1 suslarinin MTK degerleri kiyaslandiginda anyonik
deterjanin biyolojik giderimi caligmalarinda 06zgiin suslar olabilecekleri tespit

edilmistir.

Yapilan 16S rDNA sekans analizleri sonucu SDS3 kodlu sus %99 homoloji ile
Pseudomanas fluorescens, SDS6 kodlu sus %99 homoloji ile Pseudomanas
fluorescens, SDS8 kodlu sus % 99 homoloji ile Pseudomonas baetia, SDS12-1 kodlu

sus %95 homoloji ile Pseudomonas fluorescens olarak tanimlanmistir.

87



Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda korunmus ya da degisken olan bdlgeler, PZR
ile DNA amplifikasyonuna yonelik primer i¢in hedef olarak kullanilabilmektedir.
SDS’i karbon kaynagi olarak kullanip degrade eden Pseudomonas,Acenitobacter,
Pantoea, Citrobacter ve Bacillus gibi bir¢ok bakteri 16S rDNA analizi ile
tanimlanmistir [81]. Bazi mikroorganizmalar deterjan kirliligi olan sulara adapte
olmuslardir. Bu mikroorganizmalarin deterjanlari karbon ve kiikiirt kaynagi olarak
kullandiklar1 bildirilmektedir [81, 82]. Deterjan ve sampuanlarin bulundugu alici
sulardaki orneklerinde dogal mikrobiyal kommunitedeki hiicre sayisindaki artisin,
metabolik islemleri¢in tek karbon ve enerji kaynagi olarak yiizey aktif maddelerin
kullanilmasindan kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir. [81, 82]. Buna gore
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus majodoratus, Klebsiella
liquefasciens, Enterobacter liquefasciens, Klebsiella aerogenes, Enterobacter
agglomerans, Staphylococcus albus, Proteus sp., Klebsiella oxytoca ve
Brevibacterium gibi deterjan degrade edebilen bakteriler 16S rDNA analizi ile

tanimlanmustir.

Molekiiler teknikler kullanarak tanimlanan bu suslarin anyonikdeterjan iiretimi yapan
endiistri atiginda ve laboratuar kosullarinda tireme egrileri ve degradasyonoranlarin

kiyaslayacak olursak izole edilen dort sus i¢in;

1 g/L SDS igeren MSM ortaminda degradasyon yetenegi en yiiksek sus SDS’i 1
g/L’den 0.11 g/L’ye kadar diistirerek % 88.4 oraninda degradasyon yapan
P.fluorescens SDS12-1 olarak belirlenmistir. 1 g/L SDS igeren MSM ortaminda
degradasyon yetenegi en disik sus ise SDS’i 1 g/L’den 0,544 g/L’ye kadar
diistirerek % 45.6 oraninda degradasyon yapan P.fluorescens SDS6 olarak tespit

edilmistir.

Steril olmayan atik su ortaminda degradasyon yetenegi en yiiksek sus SDS’i 14.49
mg/L’den 1.8 mg/L’ye kadar diisiirerek % 88 oraninda degradasyon yapan P. baetica
SDS8 olarak belirlenmistir. Steril olmayan atik suda degradasyon yetenegi en diisiik
sus ise SDS’i 14.3 mg/L’den 2.3 mg/L’ye kadar diistirerek % 84 oraninda

degradasyon yapan P.fluorescens SDS3 olarak tespit edilmistir.
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Steril atik su ortaminda degradasyon yetenegi en yliksek sus SDS’ i 14.4 mg/L.’den
2.8 mg/L’ye kadar disiirerek % 80 oraninda degradasyon yapan P. fluorescens
SDS12-1 olarak belirlenmistir. Steril atik suda degradasyon yetenegi en diistik sus ise
SDS’i 14.3 mg/L’den 5.2 mg/L’ye kadar diisiirerek % 63 oraninda degradasyon

yapan P. fluorescens SDS6 olarak tespit edilmistir.

Literatiirde SDS degradasyonu ile yapilan ¢alismalara bakildiginda Payne ve Faysal
[42] SDS’in Pseudomonas ilebiyodegradasyonu iizerine ilk detayli calismayi
yapmiglardir. Hosseini ve arkadaslari [83] aktif camurdan iki bakteri izole edip,
SDS’i 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’idegrade edebildikleri tespit edilmistir. SDS’in molekiiler yapisi,
bir hidrokarbon zinciri (C11-Cy4), bu zincire bagl bir benzen halkasi ve bir siilfat
grubundan olusmaktadir [84]. Singh ve arkadaslar1 [85] gram pozitif bir bakteri olan
Bacilluscereus tarafindan SDS’in karbon kaynagi olarak kullanildigimi ve diger
deterjanlarin da degradasyonunda bu bakterinin kullanilabilecegini belirtmislerdir.
Yapilan diger calismalarda Acinetobacter calcoaceticus ve Pantoea agglomerans’in
da SDS’i degradeedebildikleri bildirilmistir [85]. Chaturvedi ve Kumar [41]
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 suslariniizole etmislerdir. Karbon kaynagi olarak sadece SDS
iceren minimal ortamda zenginlestirme teknigi kullanarak segilen bu izolatlardan
sadece P. alcaligenes ve P. mendocinaizolatlarininin SDS’i verimli olarak degrade
edebildikleri saptanmistir. Pseudomonas ATCC19151 susunun, tek karbon kaynagi
olarak SDS’i kullanarak biiylime yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. SDS’in
biyodegradasyonu iizerine molekiiler ¢caligmalar ilk kez Davison ve arkadaglari [86]

tarafindan yapilmstir.
Cakir ve Kivang [35] yaptiklart bir ¢alismada, SLES (SodyumLauril Eter Siilfat) ve

NI (Nonyonik: Dehydol LS 7) yiizey aktif maddelerinin P. putida (NRRL-B 13)

tarafindan biyolojik pargalanmasini, 33 giin siireyle 28°C'de ¢alkalamali ortamda
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incelemis veSLES ve NI pargalanma oranlarini sirasiyla % 61 ve % 53; durgun
ortamda ise % 51 ve % 44 olarak belirlemislerdir. Shukor ve arkadaslari [42]
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
yaklagik olarak % 80 oraninda, 10 giinliik inkiibasyonda ise % 100 oraninda degrade
edebildigi belirlenmistir.

Anyonik deterjan endiistrisi atitk suyu ve laboratuvar ortamlarinda gergeklesen
biyolojik giderim caligmalarina gore % 70 ile % 80 arasinda SDS degredasyonu
gosteren iki Pseudomanas fluorescens SDS3&SDS6 ile bir Pseudomanas baetica
SDS8 izolatlar1 elde edilmistir. Elde edilen bu izolatlar ile yiizey sularinda bulunan
deterjanlarin uzaklastirma ¢aligmalarinda kullanilmak icin potansiyel olusturduklar

belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda SDS degrade eden P. fluorescens SDS3, P. fluorescens SDS6, P.
baetica SDS8 ve P.fluorescens SDS12-1 bakterilerinin total protein profilleri
incelenmistir. Bu suslar NATIVE PAGE jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra,
olusan jel SDS iceren soliisyonda bekletilerek alkil siilfataz enziminin SDS’isubstrat
olarak kullanmasiyla olusan beyaz bantlarindan aktif formu 152 kDa agirliginda,
inaktif formda 77 kDa agirligindaki oldugu belirlenmistir.

P. fluorescens SDS3, P. fluorescens SDS6, P. baetica SDS8 ve P.fluorescens
SDS12-1 suslarina, SDS’i degrade edebilme yetenegi veren alkil siilfataz proteininin
enzim aktivitesi incelenmistir. Bu suslar i¢in optimum pH ve sicaklikta spesifik
enzim aktivitelerinin en yiiksek oldugu degerler belirlenmistir. P. fluorescens SDS3,
P. fluorescens SDS6, P. baetica SDS8 ve P. fluorescens SDS12-1 suslarinin uygun
optimum kosullar1 pH 7.5 ve sicaklik 30°C’de olarak tespit edilmistir. Bu dort sus
igerisinde spesifik enzim aktiviteleri P. fluorescens SDS3 2.80(U/mg), P. baetica
SDS8 2.80 (U/mg), P. fluorescens SDS12-1 2.80 (U/mg), P. fluorescens SDS6 1.90
(U/mg) olarak belirlenmistir.

Alkil siilfataz  enziminin optimum pH ve sicaklikta, belirli enzim
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konsantrasyonlarinda reaksiyon hiz1 ve ekstrakt haldeki enzimin SDS degradasyonu

incelenmistir.

Yapilan enzim konsantrasyon ¢alismasinda P. fluorescens SDS3 susunun % 4 enzim
konsantrasyonunda ekstrakt haldeki enzimin en yiiksek SDS degradasyonu orani %
75 ve bu susun MSM ortamindaki SDS degradasyonu % 88 olarak belirlenmistir.

Ambily ve arkadaslar1 (2011) alkil siilfataz enizm aktivitesini belirlemeye yonelik
yaptiklar1 ¢aligmada izole ettikleri SDS diregli Pseudomonas aeruginosa MTCC
10311 susunun optimum pH, sicaklik araligini belirleyerek bu kosullarda ekstrakt
haldeki spesifik enzim konsantrasyonunu ve SDS degredasyonunu belirtmislerdir.
Belirlenen optimum pH 7.5 ve sicaklik 30°C’de % 4 enzim konsantrasyonunda
duragan faza ge¢mistir ve spesifik enzim aktivitesi 3.04 U/mg oldugu tespit edilmis
olup, Ekstrakt haldeki enzimin SDS degradasyonu % 75 oldugu belirtilmistir. Besi

ortaminda SDS degradasyonunun ise % 96 oldugu gézlenmistir [88].

Shahbazi ve arkadaslarimin [73] araba yikama atik suyundan izole ettikleri
Pseudomonas aeruginosa nin spesifik enzim aktivitesinin 24.3 U/mg oldugu
belirlenmis olup SDS degradasyonu i¢in uygun bir izolat oldugu goriisiine

varmiglardir.

Alkil siilfataz enzimleri, alkil siilfat esterlerin degradasyonunu baslatir ve ester
baginin hidrolizini katalizleyip inorganik siilfatin serbest kalmasini saglar.
Endiistriyel bilesiklerin biyolojik olarak parcalanmasindaPseudomonascinsine ait
tiirler ¢ok iyi olarak bilinmektedir. Ayrica, bu izolatlar alkil siilfataz enzim aktivitesi

ile SDS’i enerji ve karbon kaynagi olarak kullanabilmektedirler [89].

Alkil siilfataz enzimi (SdSA) ve alkil siilfatazregiilator genleri kodlayan LysR ailesi
(sdsB) bu sustan klonlanmis ve gen dizisi belirlenmistir. SUSA gen homologlar1 P.
aeruginosa PAOL ve P. putida KT2440 suslarinda tespit edilmistir. Ancakbu tiirlerde
bu genin ekspresyonunun diizenlenmesi heniiz bilinmemektedir [86]. SDS’in

parcalanmasina bagli olarak alkil siilfataz aktivitesi, P. mendocina PM2 susunda
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yiiksek, P. alcaligenes JN2 susunda diisikk gozlenmistir. Bu izolatlarda bulunan alkil
stilfataz enzimi ilk kez tespit edilmistir. Alkil siilfat ester metabolizmasina sahip
bakteriler genellikle alkil siilfatazlar1 ¢oklu iiretme yetenegine sahiptir. Pseudomonas
C12B susunun bes, Pseudomonas putida FLA susunun alti ve Pseudomonas DESI

sugunun ise dort enzim tiretebildigi belirtilmistir [88-90].

SDS biyodegradasyonundan sorumlu olan gen alkil siilfataz enzimini kodlayan
sdsA’dir. Literatiirde Chaturvedi ve Kumar [63], Shahbazi ve arkadaslarinin [62]
yapmis olduklar1 c¢alismalarda deterjan degrade eden bakteriler i¢in bulunan
primerler, bu calismada izole edilen P. fluorescens SDS3, P. fluorescens SDS8, P.
baetica SDS8 ve P. fluorescens SDS12-1 suslar i¢in PZR yontemi ile SOSA geninin

tespit edilmeye calisilmis olup herhangi bir sonug elde edilememistir.

Tasarlanan primer 284 bp uzunlugunda olup SDS degrade eden P. fluorescens SDS3,
P. fluorescens SDS6, P. baetica SDS8 ve P. fluorescens SDS12-1 suslar1 i¢in PZR

yontemi kullanarak sdsA gen bolgesi ¢ogaltilmustir.

Bu tez ile deterjan kirliliginin oldugu belirlenen Kirikkale-Kizilirmak tizerinde yer
alan bolgeler Sarimusali Mevkii, Bucakuyazi-Sazbucagi Mevkii, Kapulukaya Baraj
Girisi ve Kizilirmak i1 Sinir1 Cikist Mevkii belirlenmistir. Bu bdlgelerden deterjan
degrade eden izolatlar Pseudomanas fluorescens SDS3 Pseudomanas fluorescens
SDS6, Pseudomanas baetica SDS8 Pseudomanas fluorescens SDS12-1

belirlenmistir.
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