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OZET

DOGAL SISTEMLERDE KOKU GiDERILMESI iCiN ETKIN
MIKROORGANIZMALARIN ELDE EDILMESI

UNLU, Hande
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Ana Bilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR

Agustos 2022, 108 sayfa

Tiyoller veya literatiirde bir bagska kullanimiyla merkaptanlar, endiistriyel
tiretim yerleri olan fabrikalar, hayvan ciftlikleri, kagit fabrikalari, aritim alanlar1 ve
bircok agir sanayide bulunmakta olup koku problemlerine sebep olan toksik
kimyasallar sinifinda olan birlesiklerdir. Tiyolli bilesikler, toksik, kanserojen ve
mutajenik ozellikler nedeniyle tehlikeli olan en iyi bilinen bilesikler arasindadir.
Halk sagligi bircok canlinin yasam kalitesini diislirir, uzun siireli maruziyeti
insanlarda depresyon, kaygi, bas donmesi, bulanti gibi sebeplere yol agmakla
beraber atmosferde sera gazinda etkilidir. Tiim bu sebeplerden kaynakli tiyolli
bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmasi son yillarda 6nem kazanmistir. Bu tez
calismasinda yetiskin ve yavru domuz diskisi, Izmir Seyrek Bolgesi'nde bulunan
bir domuz ¢iftligi ve 6nceden alinmis olan aktif bir camur 6rneginden toplamda ti¢
farkli habitatta bulunan Orneklerin tiyollii bir bilesik olan 2-Furanmetanetiyol
biyodegradasyon yetenegindeki etkin mikroorganizma kiiltiirlerinin segilerek
izolasyonu, tanimlanmasi ve pargalama etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla
yapilmistir. Izole edilen 6 tiiriin Bacillus toyonensis, Shewanella sp., Myroides
injenensis, Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Proteus vulgaris oldugu
belirlenmis  ve biyodegradasyon etkinlikleri HPLC analizleri ile
degerlendirilmistir. Yapilan denemeler sonucunda 2-Furanmetanetiyol igin;
27°C’de Proteus vulgaris, Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. 48 saatte %
100’yakin ve Myroides injenensis, Shewanella sp., Bacillus toyonensis ise 72 saatte
%100’e yakin oranda biyodegradasyon etkinligi gostermistir.

Anahtar Kelimeler : Biyodegradasyon , kokulu bilesikler , merkaptan,
tiyollii bilesikler, etkin mikroorganizma, HPLC.






ABSTRACT

OBTAINING EFFECTIVE MICROORGANISMS FOR ODOR
REMOVAL IN NATURAL SYSTEMS

UNLU, Hande

M.Sc. in Department Of Biyology
Supervisor: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR
August 2022, 108 pages

Thiols, or mercaptans with another usage in the literature, are the
compounds in the class of toxic chemicals that cause odor problems and are found
in some factories with industrial production sites, animal farms, paper mills,
treatment areas and many heavy industries. The compounds which include thiols
are among the most well-known compounds that are dangerous due to their toxic,
carcinogenic and mutagenic features. Thiol-containing compounds affects the
health of people and reduces the life quality of several living creatures. Their
long-term exposure cause depression, anxiety, dizziness, nausea in humans. And it
is effective in greenhouse gases in the atmosphere. Due to these reasons,
removing thiol-containing compounds from the environment has gained
importance in recent years. This thesis study was carried out to determine the
isolation, identification, decomposition activities by selecting the active
microorganism cultures with the ability to biodegrade 2furanmethanethiol which
is a thiol-containing compound from three samples which are from completely
different habitats including adult and baby pig faeces collected from a pig farm in
Izmir Seyrek Region, and a previously collected active sludge sample. It was
determined that 6 isolated species were Bacillus toyonensis, Shewanella sp.,
Myroides injenensis, Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Proteus vulgaris and
biodegradation activities were evaluated by HPLC analysis. As a result of the
trials, for 2furanmetanethiol; at 27°C Proteus vulgaris, Pseudomonas sp.,
Acinetobacter sp. nearly 100% in 48 hours and Myroides injenensis, Shewanella
sp., and Bacillus toyonensis showed nearly 100% biodegradation efficiency in 72
hours.

Key Words: biodegradation, odorous compounds, mercaptan, thiol
coumpunds, active microorganisms, HPLC.
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ONSOZ

Havada diisiik konsantrasyonlarda algilanabilen kokular, ¢6ziinmiis halde
bulunan kimyasal maddelerden biridir. Amonyakli nitrojen bilesikleri, hidrojen
stilfiirle beraber tiyollerin dahil oldugu kiikiirt bilesikleri, organik asitler,
aldehitler ve hidrokarbonlar baslica kokulu gazlardir.

Caligmamizda ¢ farkli dogal habitattan 6rnek alimi yapilmistir. Alinan
habitatlar Mineral Salt besiyerine konmustur ve 27°C’de 10 giinliik inkiibasyona
birakilmigtir. 5 giinde bir 185 ppm konsantrasyonunda 2-Furanmetanetiyol
beslemesi yapilmistir. Inkiibasyon sonrasinda uygun olan koloniler se¢ilmis olup,
bu koloniler tek tek saflastirilip ayr1 ayri Mineral Salt ortaminda inkiibasyona
birakilmustir. Izole edilen mikroorganizma DNA’lar1 PCR’da ¢ogaltilip, agoroz jel
elektroforez yontemi yapilarak diizgiin bant gorintisii elde edilmistir. Koku ve
kimyasal biyodegredasyonunu tayin etmek tlizere HPLC Agilent 1100°de, 2-
Furanmetanetiyol’e uygun 185 ppm konsantrasyonuna uygun bir standart
hazirlanmistir, saatlik 6rnek alinarak biyodegredasyona bakilmistir ve sonuglar
raporlanmistir. Cogaltilan DNA’lar 16S rRNA gen bolgesinin dizilemesi hizmet
satmn alimi ile bir firmaya gonderilmistir. Izolasyonu yapilan mikroorganizmalarin
secilen 16S rRNA niikleotid dizileri, belirli programlar kullanilarak
degerlendirilmistir. Uygun hale getirilien mikroorganizmalarin % benzerlik
durumlarina NCBI Gen Bankasi’nda kayith dizilemelerle karsilastirilmistir ve
isimlendirilmistir. Yapilan analizler sonucu 6 izolatin 2-Furanmetanetiyolii

yaklagik olarak %100 degrede ettigi goriilmiistiir.

[ZMIR
22/08/2022
Hande UNLU
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1. GIRIS

Koku, koku hiicreleri tarafindan hissedilen molekiillerin tabiat1 ve
konsantrasyonu, bireyler arasinda ve sicaklik, basing ve nem gibi ¢evresel
kosullarla ¢esitlilik gostermektedir. Buna gére koku terimi, bazi ugucu inorganik
(VIC) yan sira organik (VOC), bilesikleri icermektedir (Rappert & Miiller, 2005).
Kokular her zaman sosyal bir sorunu temsil etmistir, ancak son yillarda kamuya
acik alanlarda sagliga etkileri hakkinda endiseler dile getirilmeye baslanmustir.
Kamuoyu, hava kalitesi sorunlariyla ilgilenmeye baslamistir ve yerel makamlara
sikayetlerin ana kaynaklarini atik aritma tesisleri ve hayvan c¢iftlikleri oldugu

gosterilmeye baglanmistir (Wang et al., 2021)

Koku emisyonlar1 diinya ¢apinda hava kirliliginin ana kaynaklar1 arasinda
yer almaktadir. Koku bilesikleri genellikle kanalizasyon aritma tesisleri, ¢opliikler
ve gida isleme endiistrileri tarafindan baslica kaynaklar olarak yayildig:i kabul
edilmektedir (Wang et al., 2021) Ancak, biiyiik dlgekli ve yogun hayvancilik
ciftliklerinin gelismesiyle birlikte, hayvancilik ¢iftliklerinden kaynaklanan koku
emisyonlari son yillarda ¢ok daha fazla dikkat ¢ekmistir (Lomans et al., 2002)

Yaygin olan kokulu gazlar, amonyak (NH3) iceren nitrojen bilesikleri,
hidrojen siilfiir (H2S) ve merkaptanlar dahil kiikiirt bilesikleri, organik asitler,
aldehitler ve hidrokarbonlardir. Hava kirliligine sebep olmalarinin yani sira: ¢evre
kalitesinin bozulmasi; ticari faaliyetlere miidahale; herhangi bir kisi i¢in
rahatsizlik, zarara veya giivenlik risklerine; herhangi bir miilkiin oldugu alanlarin
kullanimi, bitkilerin veya hayvanlarin sagliginda risklere yol ag¢maktadir.
Insanlarin kokulara uzun siire maruz kalmasi, kaygi, huzursuzluk veya depresyon
gibi duygusal streslerden goz tahrisi, bas agrisi, solunum problemleri, mide
bulantis1 veya kusma gibi fiziksel semptomlara kadar degisen olumsuz saglik

etkilerine sebep olabilmektedir (Barbusinski et al., 2006).

Tiyoller ve Hidrojen siilfiir (H2S), diisiik koku esigine ve yiiksek derecede
korozif yapilariyla toksik ve kotii kokulu bilesiklerdir. Bu bilesikler, koku
algilama esiginin altindaki konsantrasyonlarda dahi oldukc¢a hos olmayan hale

gelebilmektedir. Ayn1 zamanda, VOSC'ler hem evsel atik sularda kotii kokularin



ana kaynaklar1 hem de cevredeki organik mikro Kkirleticiler olarak kabul
edilmektedir (Chebbi et al., 2016). Olusan H,S ve tiyollerin sanayi alanlarindan
cevreye salinmasi, ciddi saglik sorunlarina sebep oldugu ve siilfiir dioksit (SO2)’ e
sebep oldugu i¢in 1970 yilindan bu yana Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan
diizenlenmektedir. SOy, ¢evre kirliligin sera gazina katkida bulunan ve saglig1 ve

Diinya'nin biyolojik ¢esitliligini etkileyen iyi bilinen bir gazdir.

Kokulu atik gazlar, hava kirleticilerinin ayrica bir tiiriidiir. Insanlar diisiik
miktarlarda bile kokulu maddeyi algilayabilmektedir. Burunda sadece 10° veya
10° koku verici buhar molekiiliiniin algilamay: tetiklemek igin yeterli oldugu
diistiniilmektedir. Bu goz oOniine alindigi zaman, havada 1 pg etil merkaptan,
tespit igin gerekli miktarm 10" veya 10® kati olan yaklasik 10*  molekiil
olusturmaktadir. Insanlarin koku alma duyulari, eger bu tiir emisyonlar insan
poptilasyonlarinin yakininda tiretmekte ise, koku emisyonlarinin siki bir sekilde
kontrol edilmesini gerektirmektedir. Kabul edilebilir koku yogunluklarina
ulagmak icin cogu durumda %95-100 arasinda koku azaltma verimliligine ihtiyag
oldugu goriilmektedir. Bu emisyon azaltma seviyesi, ¢ogu gaz emisyonunun
kontrol edilmesi i¢in tipik olarak ihtiya¢ duyulandan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek
oldugu anlasilmaktadir (Rappert and Miiller, 2005).

VOSCl'ler arasinda etantiyol (CH3-CH2-SH) insan sagligt icin oldukga
toksiktir. 0,7 pg/L'lik disiik koku esigine sahip renksiz bir kimyasaldir. Etanetiol
icin bir yerde izin verilen maksimum konsantrasyon 10.0 mg/L'yi gegmemelidir
(Sedighi et al., 2013) ve Saglk Idaresi (OSHA), 10 ppm'ye kadar olan MT
konsantrasyonunu olmasi istenen en yiiksek maruz kalma sinir1 zaman agirlikli
ortalama konsantrasyon (PEL TWA) olarak tanimlamaktadir. Bundan daha fazla
konsantrasyonlarda MT ¢ok toksik hale gelmektedir ve sagliga zararli etkilere
neden olmaktadir (Badr et al., 2014).

Bu nedenle, etanetiyol gibi kokulu organik kirleticilerin uzaklastirilmasi igin

etkili bir biyolojik bozunma yolunun gelistirilmesi arzu edilmektedir.



2. LITERATUR OZETI

Kokulu bilesikler, hem organik kokular1 hem de kokuya sebep veren
inorganik molekiilleri icermektedir (Zhu et al. , 2016). Ucucu organik bilesikler
(VOCl'ler), cesitli fonksiyonel gruplara sahip, farkli fiziksel ve kimyasal
davraniglara sahip molekiiller tarafindan olusturulan, ancak ugucu yag asitleri,
alkoller gibi belirli uguculuk ile bilinen (Komilis et al. , 2004), aldehitler, aminler,
karbonatlar, esterler, siilfiirler, disiilfidler, merkaptanlar ve heterosiklik nitrojen
bilesikleri (Fang et al. , 2012) gibi biiyiik bir organik kimyasallar grubu biitiiniinii

icermektedir.

Kokular her zaman sosyal bir problemi temsil etmistir, fakat son yillarda
halkin saglik ve refah iizerindeki potansiyel etkileri ile ilgili endiseleri dile
getirilmistir. Hidrojen silfir (H2S) ve tiyoller dahil olmak iizere biiyiik
miktarlarda ugucu organik kiikiirt bilesikleri (VOSC'ler), c¢esitli endiistri
yerlerinden g¢evreye salinmaktadir ve insan sagligi ve ¢evre igin ciddi sorunlara
neden olmaktadir (Burgess et al., 2001).

Etkili merkaptan indirgeyici mikroorganizmalarin izolasyonu, merkaptanlari
endistriyel emisyonlardan ve atik sudan elimine etmek i¢in verimli ve spesifik

biyolojik yontemler gerceklestirmek i¢in 6nem kazanmaktadir.
2.1 Organokiikiirtlii Bilesiklerin Ozellikleri

Yasamin devamliligi  agisindan  kiikiirt, dogada belli formlarda
bulunmaktadir. Tiim canli yasam formlarinda biiyimede etkilidirler. Bitkiler ve
mikroorganizmalar kiikiirdi metabolizmalarinda kullanarak belli formlara
dontistirmektedirler. Memeliler dogadaki anorganik formu kullanamazlar bitkisel
formlardan metabolize etmektedirler. Ayrica kiikiirt, sistein ve metiyoninin

yapisinda bulunmaktadir.

Sistein gibi bilesiklerinin ¢ogu; sistin, glutatyon, metionin, taurin ve
koenzim A, tiim biyologlar i¢in bilinmektedirler. Ug heterosiklik kiikiirt iceren
halka: tiaminin tiyazol halkasi, biyotinin siibstitiie edilmis tetrahidrotiyofen
halkas1 ve lipoik asidin oksitlenmis disiilfid halkasi, tiim canli organizmalarda
merkezi 6neme sahiptir bunlar sekilde gosterildigi gibidirler. ( Kelly and Smith,
1992)
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Sekil 2.1. Metabolik olarak 6nemli baz1 kompleks kiikiirt bilesiklerinin yapilari
(Kelly and Smith, 1992).

Organik kiikiirtlii bilesikler endiistriyel olarak iiretimin oldugu alanlarda
ornek olarak giibre, barut, bocek ve mantar ilaglari gibi maddelerin liretiminde
kullanilmaktadir (Cremlyn, 1996).

Tablo 2.1 Organik kiikiirtlii bilesikler dort simifa ayrilir.

ORGANIK KUKURTLU BILESIKLER
Tiyoller
Tiyoeterler
Kinonlar

Tiyosibstitiieler
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Sekil 2.2.Baz1 Organokiikiirtlii Bilesiklerin {i¢ boyutlu yapilar
2.2 Merkaptanlar veya Tiyoller

Alkollerin kiikiirtlii analoglari, Tiyol olarak isimlendirilmektedir. Zeise, civa
yakalayan anlamina gelen Merkaptan’t ilk defa isimlendiren bilim insanidir.
IUPAC tarafindan merkaptan ismi Onerilmez, tiyollerle esanlamli terim olarak
kabul edilmektedir. Merkaptan terimi Ozellikle ticarette hala yaygin olarak
kullanilmaktadir. Danimarkali Kimyager Zeise, Merkaptan’1 belli bilesiklerden
saglamistir, bu bilesiklerin birinci {iyesininin izolasyonunu yaptiktan sonra
tanimlamigtir. Izole edilebilen ilk iiyesi etantiyoldiir (CH3CH,SH). Gegen
zamanda, ¢ok sayida alkantiyol elde edilmistir, bir¢ok siilthidril (-SH) grubu
iceren yeni bilesigin sentezlendigi bildirilmistir (Glines ve Cemil, 2010)



2.2.1 Tiyollerin Ozellikleri

Tiyoller veya diger ismiyle merkaptanlar, oksijen molekiiliiniin bir siilfhidril

grubu (R-SH) olusturan bir siilfiir atomu ile yerini alan alkol analoglarina verilen
isimlendirrmedir. R bir alkil veya aromatik grubun ismidir.

Tiim tiyoller, ciddi sorunlara neden olabilen kotii kokulari, diisiik koku esigi

ve zehirli olmalartyla bilinmektedirler. Diisiik konsantrasyonlarda bile kokulu
olan tiyolleri insanlar hissedebilmektedir (Giines ve Cemil, 2010)

Tablo 2.2°de bazi tiyollii bilesiklerinin yarattigi kimyasal formiilleri, koku

esikleri ve kokular1 gosterilmistir.

Tablo 2.2 Baz tiyollii bilesiklerinin yarattig1 kimyasal formiilleri, koku egikleri ve kokulari
(Kiragosyan, 2015)

Bilesik

Kimyasal Formiil Koku Esigi, Koku
{ppb)
Metanetiyol HS—-CH3 0.3-85 Curik yumurta, balk, sarimsak
Etanetiyol C SH 1.1 Kokusmus sogan, kauguk
H3 S
Dimetil sulfit 0.6-40 Lahana, kuskonmaz, misir, melas
MO\ O ;
Dimetil disdlfit H3C— S 0.1-36 Pisirilmis lahana, kuskonmaz,
\ sogan
S—CH, 8
Dimetil trisulfit —_ 0.1 Lahana, sogan, pisirilmis sebzeler
H,C S\ CH, gan, pis H
S—s8~
Dietil sulfit '__'3(__:/\5\./(:|,_|3 0.93-18 Sarimsak
Dietil distilfit S CHy |4.3-40 Sarimsak, sogan, yanmis kauguk
HacAS/ ~~

Ek olarak, tiyollerin degisken kisimlarina baglanan serbest kisim, alkollii

analoglarindan daha asidiktir (Y1ildiz, 2007).




Tablo 2.3 Belli Tiyollerin EN ve KN (Y1ildiz, 2007)

TIYOL FORMULU EN.(°C) | KN.(°C)

Metantiyol (Metil Merkaptan) CH;SH -123 6.0
Etantiyol (Etil Merkaptan) CH;CH,SH -147 34.7
1-Propantiyol (n-Propil merkaptan) CH;CH,CH,SH -113 67.5
2-Propantiyol (izopropil merkaptan) CH;CH(SH)CH;4 -131 52.9
1-Butantiyol (n-Butil merkaptan) C,H,SH -116 98.0
2-Butantiyol (s-Butil merkaptan) CH;CH,CH(SH)CH; -165 84.5
1,2-Etantiyol (Etilen di merkaptan) HSCH,CH,SH -41 146.0
Benzentiyol (Tiyofenol) C¢HsSH -15 169.5
Benziltiyol C-H-SH 195
1-Tiyonaftol C,oH;SH 187,2

2-Tiyonaftol C,oH;SH 81

2.2.2 Tiyollerin Sentezlenmesi

2.2.2.1 Alken veya Alkollerin H2S ile Reaksiyonu Yoluyla Sentezi

Endiistride kullanimi olan ydntemlerden bir tanesidir. Asidik katalizor
varliginda ger¢eklesmektedir (Yildiz, 2007)

R-CH=CH; + SH» R-CH,CH,SH

|
i %
-CHyC=CH- + SH, ——= -CH,-C-CH,-
SH

Sekil 2.3 Alken ve alkolle tiyol sentezi (Y1ldi1z,2007)



2.2.2.2 Alkil Halojeniirlerin KSH ve NaSH ile Reaksivonuy Yoluyla Sentezi

Bu reaksiyon SN tepkimesi olarak gerceklesmektedir. Ekonomik olarak

uygun oldugundan yaygin olarak kullanilmaktadir (Y1ldiz, 2007)

SN
R—X + H,S — R—SH + HX
(orta)

R-X + KSH — R-SH + KX

Sx
R—X + NaSH —— R—SH + NaX
(hizli)

RO-SO,-ONa + NaSH —— = R-SH + Na,SO,

H,C-C,H,-SO,0R +NaSH ——= R-SH + H,C-C,H,-SO,Na

Sekil 2.4. Alkil Halojeniir reaksiyonuyla tiyol sentezi (Y1ildiz, 2007)

2.2.2.3 Disiilfiirlerin indirgenmesi Yoluyla Sentezi

LiAlH4 ve NaHSO3 gibi indirgenler kullanilarak yapilmaktadir.

Zn
RSSR — 2 RSH

H+

Sekil 2.5. Disiilfiir ingirgenmesiyle tiyol sentezi (Y1ildiz, 2007)

2.2.2.4 Aromatik Tiyoller (Diazonyum Tuzlarindan) Yoluyla Sentezi

Bu reaksiyon hizli gerceklesmektedir. Onlem alinmazsa patlamalara sebep
olabilmektedir.
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Sekil 2.6. Ksantat tuzuyla tiyol sentezi (Y1ldiz, 2007)

2.2.2.5 Alkoller Yoluyla Sentezi

Yontem, buharla 4000C’de bir katalizor iizerinden gecirilmesiyle
gerceklesmektedir (Yildiz, 2007).

(ThO,)
ROH + H,S — RSH + H,0
(400°C)

Sekil 2.7. Alkol yoluyla tiyol sentezi (Y1ildiz, 2007)

2.2.2.6 Primer merkaptanlar (n-Olefinlerden) Yoluyla Sentezi

R-CH=CH; + H,S R-CH,-CH»-SH

Sekil 2.8 n-olefinlerden tiyol sentezi (Yildiz, 2007)

2.2.2.7 Grignard Reaktifleri Yoluyla Sentezi

Reaktiflerin, sulfurle asitli ortamda hidrolizliyle olugsmaktadir (Yildiz,
2007).

.
RMgX + S —— R—S—MgX —= R—SH

Sekil 2.9 Grignard reaktifleri ile tiyol sentezi (Yildiz, 2007)
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2.2.2.8 AlKiltivoller (Tivoiireden) Yoluyla Sentezi

/NH
. - /
S=C HS—C S—C + CH,CH,CH,CH,Br
\

A A\

NH, NH, NH

2

.
NIL, Br
Ikol Sk NH,
CH,CH,CH,CH,Br Y ol CH.CH,CH,S—C
\

NH,

+
/,NHE Br (NaOH, 1s1)
CH,CH,CH,CH,S—C, —————> CH,CH,CH,CH,SH + iirc

NH

2
Sekil 2.10 Tiyotireden tiyol sentezi (Y1ldiz, 2007)

2.2.3 Tiyol Tepkimeleri

2.2.3.1 1,3-Butadienlere Katilmalar: (Alt Bashk ) 1.3-Butadienlere

Katilmalar

RSH + H,C=CH—CH=CH, —— RSCH,CH —CH—CH,

RSH + (CH;),C =CH—CH=C(CH,), ——— RSC(CH,)CH,CH =C(CH,),

Sekil 2.11 Tiyollerin 1,3 biitandienlere katilma reaksiyonu (Yildiz, 2007)

2.2.3.2 B-Hidroksisiilfoksit Olusumu

Olefinlerin tepkimesine tiyollerin eklenmesiyle olusmaktadir. (Yildiz, 2007)

o
RSH + H,C—=CHR —» (RSCH,CHR'OOH) ——=RS(=0)CH,CHROH

Sekil 2.12 Tiyollerden B-hidroksisiilfoksit olusumu (Y1ldiz,2007)

Bu reaksiyon farkli bir tepkime ile de miimkiindiir ve fenil ter-butil
stilfiirleri vermektedir (Y1ldiz, 2007)
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+
H
CHSH + H,C=C(CH,), — CHSC(CH,),

Sekil 2.13 Tiyollerden fenil ter-butil olusumu (Y1ldiz,2007)

2.2.3.3 Aldehitlerle Reaksivonlari

Aldehitlerle tiyollerin beraber tepkimelerinden merkaptaller olusmaktadir
(Yildiz, 2007).

RSH + R'CHO

RSH
R'CH(OH)SR T"" R'CH( SR)2 + H,O
Sekil 2. 14. Merkaptallerin olugumu (Y1ldiz, 2007)

2.2.3.4 a-Halotivoeter Olusumu

Hidrojenhalojeniirlerle, tiyolaldehitlerin karisimiyla olusmaktadir (Yildiz,
2007).

RSH + H,C=O + HCl — RSCH,Cl + H,0
Sekil 2.15. Tiyolaldehitlerden a-halotiyoeter olusumu (Y1ld1z,2007)

2.2.3.5 Asetilenlere Katilmalari

Tiyoller, asetilenlere katilmaktadir (Y1ldi1z,2007).

2 C,HSH + 2 CH,C=CH CH,CH=CHSC,H, + CH,CH(SC,H,)CH,SCH,
Sekil 2.16 Tiyollerin asetilenlere katilmasi (Y1ldiz, 2007)

2.2.3.6 Yiikseltsenmeleri

KMnOg4, HNOj3 bilesikleri tiyolleri yiikseltgeyebilmektedir (Y1ildiz, 2007).

HNO,
RSH ——> RSOH
(Alkansulfonik asit)
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Sekil 2.17 Tiyollerin bazi bilesiklerle yiikseltgenmeleri (Y1ldiz,2007)

2.2.3.7 Disiilfit Olusumu

En Onemli tiyol reaksiyonlaridir. Yiikseltgen maddeyle tiyoller
yiikseltgenebilmektedir. Bu sayede tiyol safsizliklar1 distifitlere yiikseltgenerek
ham petrol, tiyollerden arindirilmaktadir. (Yildiz, 2007)

( yikseltgen madde )
2RSH ——— RSSR +2(H)

Sekil 2.18 Tiyollerin disiilfitlere yiikseltgenmeleri (Y11d1z,2007)

2.2.3.8 Dimetilsiilfoksit ile Reaksivonu

2RSH + (CH,),SO RSSR + (CH),S + H,0

HS(CH,),SH + (CH,),SO —= S(CH,)),S + (CH,),S + H,O

Sekil 2.19 Tiyollerin dimetilsiilfoksit reaksiyonu (Y1ldiz,2007)

Tiyoller genel anlamiyla sividirlar. Tiyollerden olusan distilfurler ise katidur.
Disiilfiirler, tiyolleri anlama acisindan bir segenek olup tepkime sonrasi
olusturulan 2RSH, ayn1 zamanda LiAlH4, NaHSO; gibi indirgenlerle tiyollere
indirgenebilmektedir (Y1ldiz, 2007).

(LiAIH,,NaHSO,)
RSSR > 2 RSH

Sekil 2.20. Tiyollerin disiilfiir reaksiyonu ( Y1ldiz,2007)

2.2.3.9 Olefinlere Katilmalari

Tiyoeterler (organik monosiilfiirler) tiyollerin olefinlere katilmalartyla elde
edilmektedir. (Yildiz, 2007)
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(C,HSH C,HS - ) + CH,CH=CH, > CH,CHCH,SC,H,

Sekil 2.21.Tiyollerin olefinlere katilmalart (Y1ldiz,2007)

Olefinlere tiyollerin katilmasi fenil ter-butil siilfiirleri vermektedir (Yildiz,
2007)

(H+)
CGHSSH + HZC:C(CH;{)2 —_— CﬁI-ISSC(CI-[}}3

Sekil 2.22. Tiyollerin ter-butil olusturmalari (Y1ldi1z,2007)

2.2.3.10 Tiyofenol ile Propilenin Reaksiyonu

Kiikiirtiin mevcut oldugu durumlarda tiyofenolle propilen Markovnikof

birlesme mekanizmasina gore yiiriimektedir (Yildiz, 2007)

CGHSSH — HZC:CHCHB CﬁHsSCH(CHB)2

Sekil 2.23. Tiyollerin markovnikof katilma mekanizmalari (Y1ldiz,2007)

2.2.3.11 Tiyolatlardan Tiyoeter Olusumu

Tiyollerin niikleofilik yapisindan dolay1 tepkimelerde tiyolat durumundan
yararlanilmaktadir. (Y1ldiz, 2007)

RSNa + RBr —— = R—S —R' + NaBr

Sekil 2.24. Tiyolatlardan tiyoeter olusumu (Y1ldi1z,2007)

2.2.3.12 Trisiilfit Olusumu

Elementel kiikiirdiin amin veya sodyum hidroksitle reaksiyonuyla trisiilfitler
olusturulmaktadir (Y1ldiz, 2007).
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2R-SH+28S R-S-S-S-R + H,S

Sekil 2. 25. Tiyollerden trisiilfit olusumu (Y1ldiz,2007)

2.2.3.13 Siilfonik Asit

Nitrik asit veya potasyum permanganatla tiyoller, yiikseltgenir ve siilfonik
asitler (RSO3H) elde edilmektedir (Yildiz, 2007)

2.2.3.14 Biyolojik Onemi

Tiyollerin disiilfiirlere biyolojik olarak doniisiimii mithimdir. Aminoasitin

tiyollii hali sisteindir, distilfiir durumuysa sistindir. (Y1ldiz, 2007)

HS*CH;(EH*COOH COOH—?H—CHE—S—S—CHQ—CH—COOH +2(H)

NH, NH,

Sistein Sistin

Sekil 2. 26. Tiyollerin biyolojik doniisiimi (Y1ldiz,2007)

Glutatiyon tiyol grubu igeren bir tripeptittir, kolay bir sekilde distilfiir haline
doniismektedir. Biyokimyasal molekiiller bu reaksiyonla elektron tagimaktadir
(Yildiz, 2007)

2 Gltyn-SH <——= Gltyn-S-S-Gltyn + 2 (H)

Sekil 2. 27. Glutatyonun disiilfiire doniisiimii ( Y1ld1z,2007)
2.2.4 Aromatik Tiyoller

Ar-SH fenollerin kiikiirt analoglar1 bir bagka deyisle, aromatik tiyollerdir.
Aromatik tiyoller, IUPAC’a gore, merkapto arenler (merkapto anilin gibi), aren
tiyoller (2-Naftalen tiyol gibi) olarak isimlendirilmektedir. Dogal materyallerde
cok smirli olarak olusan arentiyoller, alifatik tiyollerden farkli olmasinin sebebi
oksidize olarak kolay bir sekilde disiilfiirlere doniismelerinden kaynaklidir. Alkan
tiyollere gore birgok yonden farklidir. Belirli tiyoller fenol buhar i¢inde ugucu
olmalariyla bilinmektedir. Aromatik tiyoller ayrica, Silfokloriirlerin ve
disiilfitlerin indirgenmesiyle meydana gelebilmektedir (Yildiz, 2007).
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AlCI, 5.0 7, St
+ SO,Cl ———> S —
*7 -HCI H,0(H,S0,)

Benzen Benzen Tiyofenol
stilfonil kloriir

Sekil 2. 28. Aromatik tiyol olugumu (Y1ld1z,2007)

Brombenzenlerden, Benzen di- ve tritiyoller olusabilmektedir (Yildiz,
2007).

CuSC,H NaNH,

p-BrCHBr — = p-C.H,(SC,H,), — p-C.H,(SH),

Sekil 2. 29.Benzen di-, tritiyol olusumu (Y1ldiz,2007)
2.2.5 Heterosiklik Tiyoller

Heterosiklik tiyoller ve tiirevleri dogada yaygin olarak bulunmaktadir.
Kaugukun yardimer maddesinde, boyar madde sentezi, fotografcilikta, bitki
koruyucularda ve ilag sanayi gibi ¢esitli sekillerde kullanilmaktadirlar. Genel
olarak tiyoeter yapisinda mevcutturlar (Ullmann and Foerst, 1983;). Bu
bilesiklerin tepkimelerinin ¢ogunda sabit halka sistemi mevcuttur. Diisiik ve
kendine has kokular1 vardir renksiz veya sar1 renkli bilesikler olarak ayirt

edilebilmektedirler. Azot igeren tiyollerin farkli formlar1 arasinda denge

mevcuttur (Yildiz, 2007).
O, —C
N7 S =
H

N SH
NH, N
ISl
+ CS, — »—sH
@[ > HS
NH, ? N
= H
o-Fenilendiamin 2- Merkapto-benzimidazol

Sekil 2. 30. Heterosiklik tiyoller (Y1ldiz,2007)

Bu dengenin tiyon formu yoniine oldugunu spektroskopik ¢alismalar

gostermektedir. Tiyol veya tiyon formunun agiga ¢ikmasi heterosiklik tiyollerin
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reaksiyonlar1 sayesinde olabilmektedir. Elde edilmeleri i¢in farkli reaksiyonlari
vardir. Karbonsiilfiir heterosiklik tiyol eldesinde reaktif olarak oldukca Onemli
oldugu bilinmektedir (Yildiz, 2007).

2.2.6 Tiyollerin Kullanim Alanlari

Etil tiyol siddetli kokulu bir bilesiktir, dogal gazlarda olusan koku
birikintilerini  tespit etmede faydalanilmaktadir ve etil tiyol siilfanol
(Me2C(SO2Et)2) yapimi icin  senelerdir baslangic maddesi  olarak
kullanilmaktadir.  Metiyonin’in ~ endiistriyel ~ {iretiminde  Metil  tiyol
kullanilmaktadir.

Herbisit, instektisit ve tarim kimyasallarinin iiretiminde ara madde bagil
molekiiler kiitlesi az olan alkan tiyoller ve p-klorobenzen tiyoller
kullanilmaktadir. Ahsapgilikta kullanilan baz1 siilfitlerin  saglanmasinda
Merkaptoasit esterleri ile alkan tiyoller ara maddelerdir. (Yildiz, 2007)

Cesitli endiistriyel uygulamalarda boyacilik gibi  Aren Tiyollerden
faydalanilmaktadir. Plastik endiistrisinde ise Aromatik ditiyoller, monomer ve
degistirici olarak kullanilmaktadir. Lastik sanayisinde ise tiyofenenoller birlesirici
olarak kullanilmaktadir (Y1ldiz, 2007).

Yapay kauguk imalinde tiyollii bilesikler kullanilmaktadir. Kauguk
vulkanizasyon hizlandirict  olarak  2-merkaptobenzotiyazol ve tiirevleri
kullanilmaktadir. (Yildiz, 2007)

Tiyoller tibbi kullanim alaninda da 6nemli bir yere sahiptirler. Amin iyonu
radyasyonun etkisine karsi hayvanlarda korumay: 2-merkaptoetil saglamaktadir.
Sampuanlar  igerisinde  kepek  Onleyici  olarak,  2-piridintiyol-1-oksit
kullanilmaktadir. Zararli boceklerle miicadele amaciyla da tiyollerin kullanimi
mevcuttur. Laurilmerkaptan ise zararli canlilaririn zirai miicadeledesinde 6ldiirticii
etkisi vardir. Sivrisinek larvalarma karsi, aromatik tiyoller tesirli oldugu
gozlenmistir (Yildiz, 2007).

2.2.7 Tiyollerin Cevre ve Saghk Uzerindeki Etkileri

Cevreye ve saglik acisindan bakildigi zaman en onemli kokulu gazlar,
amonyak ve hidrojen siilfiir (H2S) ve merkaptanlar dahil kiikiirt bilesikleridir.
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Cevrede kokuya sebebiyet veren bu kimyasallar, ¢evre kalitesinin bozulmasina,
bircok ticari faaliyetin engellenmesine, herhangi bir kisinin (is¢iler, igsverenler, bu
bolgede yasayan halkin) saglik giivenliginin bozulmasi, zarar1 ve hasarina,
herhangi bir miilkiin, bitkinin veya hayvanin ayrica insanlarin yerlesim alanlarini
yasamaya uygun olmayan hale getirmektedir. Saglik etkileri, konsantrasyon ve
maruz kalma siiresi ile iliskili olmaktadir. Kokulu ugucu bilesiklerin bir
karisimina uzun siire maruz kalmak astim, atopik dermatit ve norolojik hasar dahil
olmak tizere farkli hastaliklar i¢in bir risk teskil edebilmektedir. (Piccardo et al.,
2022)

Methanetiol olarak da bilinen metil merkaptan toksik bir maddedir.
Insanlarin akut olarak bu kimyasala maruziyeti, gdzlerin ve solunum yollarinin
mukoza zarlarinda tahrise neden olmaktadir. Ayrica, merkezi sinir sistemi
depresyonuna ve solunum felcine neden olmaktadir. Bir depolama tankindan tert-
biitil-markaptan sizintisina maruz kalan bir insan popiilasyonu gozlenmistir, nefes
darligi, goz tahrisi ve ajite davranista artis oldugunu bildirilmistir (Behbod et al.,
2014).

Ozetle, insanlarin bu kokulara uzun siire maruz kalmasi; kaygi, huzursuzluk
veya depresyon gibi mental ve duygusal stresler disinda goz tahrisi, bas agrisi,
solunum problemleri, mide bulantis1 veya kusma gibi fiziksel semptomlara kadar

degisen istenmeyen reaksiyonlara neden olabilmektedir.
2.2.8 Kiikiirt Dongiisiine Genel Bir Bakis

Kiikiirt elementi, cesitli oksidasyon durumlarinda meydana gelmektedir.
Kiikiirt indirgenmis hali (oksidasyon durumu -2) ile tamamen oksitlenmis
(oksidasyon durumu +6) hali arasinda degismektedir. Kiikiirt elementinin {ig
oksidasyon durumu, -2 siilfhidril ve siilfit seklinde, 0 elemental kiikiirt seklinde
ve +6 siilfat seklinde olan hali dogada bol miktarda bulunmaktadir. Bu bilesikler
sekil 1’de goriildigl tlizere biyolojik, kimyasal ve jeokimyasal siireglerin bir
kombinasyonu ile siirekli olarak birbirine déniistiiriilmektedir. Inorganik ve
organik kiikiirt bilesiklerinin doniisiim silireclerine mikrobiyolojik siiregler
hakimdir. Tim bunlarin kombinasyonu, kiikiirt dongiisiiyle sonuglanmaktadir.
(Lomans et al., 2002)



18

& X
™ anoxic

Dissimilative sulfate-reducti;:;n
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in proteins

Sekil 2. 31. Kiikiirt Redox Dongiisii (Lomans et al., 2002)
2.2.9 Ugucu Organik Bilesiklerin Kiiresel Olarak Onemi

Okyanus suyunda diisiik ancak onemli miktarlarda dimetil siilfiir (DMS)
tespit edildiginde ugucu organik bilesiklerin 6nemi artmistir. DMS'nin okyanusu
atmosfer bolmesine baglayan kisminda az bulunmasi, kiikiirt dongiisiindeki 'kayip
halka' oldugu varsayimina yol a¢mustir. Bunun sebebi, atmosfere esas olarak
H,S'den kaynakli bir kiikiirt emisyonu olmasi diislincesi olmustur. Ayn1 zamanda
kiikiirt dongiisiindeki roliinii kanitlayacak kadar okyanus yiizey suyunda yiiksek
siilfiir konsantrasyonlar1 tespit edilmemistir. Kiikiirt yeni hipoteze gore, atmosfer
yoluyla (ilk olarak DMS'nin oksidasyon {irlinleri seklinde) DMS olarak yagmur
yagisiyla biriktigi karasal sistemlere aktariimaktadir. Bu bulgudan sonra, organik
kiikiirt bilesiklerinin mikrobiyoloji, kimya ve biyojeokimyas1 iizerine bir model
onerilmistir. Kiiresel sicakliklar, deniz yosunlarinda DMS'in bir onciisii olan
dimetilstilfoniopropionatin (DMSP) daha yiiksek birincil iiretimi ve dolayisiyla
daha yiiksek atmosferik DMS emisyon oranlar1 nedeniyle artan bir DMS {iretimi
ile sonuglanmaktadir. Artan DMS konsantrasyonu, Diinya ylizeyine ulagan giines
15181 miktarmi azaltarak ayni zamanda kiiresel sicakligi da azaltmaktadir.
Sicakliktaki bu diisiis, birincil DMSP iiretimi {izerinde de azalmaya neden oldugu
diisiiniilmektedir. Tiim bunlar dikkate alindigi zaman, DMS'nin metan ve
karbondioksit gibi sera gazlarinin davranisina karsi etkili oldugu diistiniilmiistiir.
DMS, diisiik konsantrasyonlarda bir lezzet bilesenleri iken (bira ve peynirde),
daha yiiksek konsantrasyonlarda ucucu olan bu organik bilesikler ¢ok toksiktir.
Biyolojik olarak iiretilen DMSmin kiigik bir kismi atmosfere gelmektedir.
Uretilen DMS'nin yaklasik %90, atmosfere gitmeden 6nce anaerobik ve aerobik
mikroorganizmalar tarafindan pargalanmaktadir. Mikrobiyal olan bu doniisiimler,
dogal sistemlerden atmosfere ugucu organik bilesiklerin akiglarini etkin bir

sekilde kontrol etmektedir. Bunun yani sira, kiikiirt iceren fosil yakitlarin
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yanmasi, atmosferin toplam SO, emisyonuna bilyiikk oOl¢iide katkida
bulunmaktadir. (Schéfer et al., 2010)

2.2.10 DMS’nin Bulundugu Bashca Kaynaklar

Dogal ve antropojenik kaynaklardan atmosfere yayilan ugucu organik
kikiirtlii bilesikkerin emisyon oranlar1 Tablo 2.4 teki gibidir. (Schifer et al., 2010)

Tablo 2.4 Dogal ve antropojenik kaynaklardan atmosfere V(O)SCs emisyon oranlar1 (Schéfer et

al., 2010)

Kaynak Kikart bilesigi salimmi ( Tg/yil)

S0 H2S DMS DMDS CS; COos Total
Okyanus 0-15 38-40 0-1 0.3 0.4 38.7-56.7
Tuz bataklig 0.8-0.9 0.58 0.13 0.07 0.12 1.7-1.8
Batakhk 11.7 0.84 0.2 2.8 0.85 17.4
Toprak ve 3-41 0.2-4.0 1 0.6-1.5 | 0.2-1.0 5.0-48.5
bitkiler
Biokiitlenin 7 0-1 0-1 0.11 7.1-9.1
yanmasl
Volkan/tiiten 8 1 0-0.02 0.01 0.01 9.0
yanardag
Total 15 16.5-70.6 | 39.6-45.4 1.3-3.4 3.8-4.7 | 2.7-35 78.9-142.6

2.2.10.1 Denizel Ortamlar

DMS akisinin atmosferde yaklasik olarak 24.49+-5.3 Tg at oldugu
diisiiniilmektedir. DMS’in denizlerde yaklasik olarak 21 Tg a™’dir ve dogadaki
%80 DMS akisi denizlerde olugmustur, bu sebeple en 6nemli kaynagidir. Geriye
kalan %20 si bitki Ortiisii, tuz batakligi ve nehir agzindan, topraktan ve otluk
alanlardan antropojenik alanlardan kaynaklanmaktadir. DMS’nin ana kaynagi
deniz ortaminda bulunan DMSP’dir. DMSP makroalglerin bazi tiirlerindeki
metabolizma ara iriiniidiir. Algler yliksek konsantrasyonda , (100 mM’e yakin)
DMSP biriktirebilmektedirler. Mercanlar ile mercan kayaliklart yiiksek
konsantrasyonlu DMS kaynagi olabilmektedir. Spartina ve Wollastonia biflora
gibi bazi damarli bitkiler de DMS bulundurmaktadir, bu bitkiler 6nemli miktarda
DMSP icermektedir ve ayrica seker kamisinda da molekiillerine rastlanmaistir.
DMSP igeren bir organizmada (6rnegin bir zooplanktonda) viriisle kontamine
olma sebebiyle DMSP tahribati gerceklesebilmekte ve DMSP deniz suyunda
coziilebilir hale gelebilmektedir. Ancak DMSP ¢o6ziindiigi an DMS’ ye

indirgenmez. DMS emisyonunun ¢ogunlugu acik okyanus ortamlarindan
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kaynaklanmaktadir ve mikrobiyalmatlar ve gelgit tortullar1 da 6nemli DMS

kaynaklarinin baglicalaridir. (Schifer et al., 2010)

2.2.10.2 Karasal Kaynakh DMS

DMS formasyonu karasal ve temiz su ortaminda bulunabilmektedir. Ancak
bu alanlarda DMS emisyonu deniz ortaminda oldugu kadar ¢ok ¢alisilmamistir ve
heniiz farkli iiretim mekanizmalarinin 6nemine dair net bir goriis yoktur. Son
yillarda Avustralya’da bir tarim topraginin derin katmanlarinda (Im derinligin
altinda) DMS olusumu ve bozulmasi go6zlemlenmisti. DMS’nin bu tip
topraklardan gozlemlenen SO, emisyonlarinin potansiyel bir kaynagi olabilecegi
ortaya atilmistir. Glukozinolatlarin kiikiirt igerdikleri i¢in buna sahip turpgil
tirlerinin topraktaki bitki kalintilarinin ayrismasi, DMS MT ve DMDS dahil
olmak {izere bir dizi ugucu kiikiirt bilesigi tiretebilmektedir. Turpgil kalintilarinin
topraga eklenmesiyle beraber yerel olarak gelistirilmis ugucu kiikiirt bilesikleri
iretimi, toprak kaynakli fitopatojenik mantarlar1 kontrol etmek igin
kullanilmaktadir. Tatli su ortamlarinda, stlfiir metilasyonu veya metoksilath
aromatik bilesiklerin bozunmasi sonucu, tabakali géllerin ve bunlarin ¢okellerinin
anoksik bolgelerinde DMS ve MT firetimi olusabilmektedir. Ayrica DMS iiretimi
tatli su gollerinin oksik katmanlarinda tespit edilmistir. (Schéfer et al., 2010)

2.2.10.3 Bitkiler Tarafindan Dms Uretimi

Bitkiler karasal ortamda, yarisinin tropikal ortamlarda bulundugu diisiiniilen
ve 3.2 Tga'l oldugu diisliniilen ana DMS kaynagi olabilmektedir. Bitkiler, H,S,
DMS, MT, COS ve CS; dahil olmak iizere bir dizi ugucu kiikiirt bilesigi yayabilir;
H2S ve DMS genellikle baskin tiirlerdir, ancak emisyon oranlar1 degisken olmakla
beraber birgok faktore bagli olmaktadir. Agaclarda yapilan bir ¢alismada DMS ve
COS gaz degisiminde DMS emisyon oranlar1 ve sicakliklar1 arasinda benzer bir
iliski bulunmustur fakat DMS emisyonu test edilen agaclar arasinda evrensel bir

ozellik olmadig tespit edilmistir (Schéfer et al., 2010).

2.2.10.4 Antropojenik Dms Kavynaklari

Endiistriyel olarak DMS ve metanetiol, dimetilsiilfit (DMDS) ve hidrojen
stilfiir gibi indirgenmis kiikiirt bilesikleri, kagit endiistrisinde aga¢ hamurlastirma
islemindeki iiriinlerden bazilar1 olmaktadir. Ayrica, alkollerin aldehitlere Swern

oksidasyonunun yan iriini oldugu, Kraft prosesinin likdrlerinde Onemli
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miktarlarda olusabilmektedir. Gida ve bira endiistrisinde, tarim ve hayvancilikta
da DMS emisyonlarinin olusumundan sorumludurlar. DMS’nin antropojenik
kaynaklar1 mevcut kaynaginin %1 inden daha azindan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Ucgucu organik kiikiirt bilesiklerinin diisilk koku esikleri
sebebiyle rahatsiz edici kokularm nedeni olabilmektedir. (Ornegin, kagit
imalatinin atik su arittmindan kaynakli olabilir veya aneorobik kosullarda DMSO
nun DMS ye indirgenmesinin neden oldugu yiiksek DMSO konsantrasyonlarina
sahip baska kanalizasyon artittminda rahatsiz edici kokularin nedeni
olabilmektedir. Mantar iiretim alaninda organik gilibre yayilimi ve biyokatilarin
uygulanmasi i¢in kompost saglayan endiistriyel operasyonlarin yaninda , tarim ve
cift¢ilik endiistriyel operasyonlar da DMS kaynagi olan alanlardir. (Schéfer et al.,
2010)

2.2.11 Kiikiirt Dongiisiindeki Anahtar Siirecler ve Mikroorganizmalar

Kiikiirt dongiisiindeki anahtar siire¢ler ve Prokaryotlar Tablo 2.5‘teki gibi

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.5 Kiikiirt dongiisiindeki anahtar siiregler ve enzimler(Madigan, Martinko, Stahl, & Clark,

Siirec

Siilfide / Siilftir Oksidasyonu
H,S > s° S0,?

Siilfat Indirgenmesi
SO4% > H,S

Kiikiirt indirgenmesi
$°> H.S

Kiikiirt Disproporsinasyonu
S$:037 > H,S + S0,?
Organik Kiikiirt Bilesigi
Oksidayonu ve Indirgenmesi
(CH3SH—> CO,+H,S)
(DMSO->DMS)

Desiilfiirilasyon
Organik-S > H,S

2011)

Organizma

1.Aerobik:Kiikiirt Kemolitotroflari
(Thiobacillus,Beggiota ve baskalar)

2.Anaerobik:Mor,Yesil Fototrofik
Bakteriler ve Bazi Kemolitotroflar

Anaerobik

(Desulfovibrio, Desulfobacter,
Archaeoglobus (Archaea)

Anaerobik

(Desulfuromonas, bir¢ok hipertermofilik
Archaea)

(Desulfovibrio ve digeleri)

Bir¢ok organizma bunu yapabilir.

Bir¢ok organizma bunu yapabilir.

2.2.11.1 Siilfiriin Elemental Siilfiire Oksidasyonu

H,S'nin Sp'a  oksidasyonu igin,

flavositokrom ¢ veya siilfiir: kinon

oksidorediiktaz (kisaca SQR) veya diger bir oksidasyon yolu olarak Sox enzim
sistemi veya ters c¢alisan siilfit rediiktaz olmak tizere daha sonra hiicre i¢cinde veya

disinda depolanan iki metabolik yol izi vardir.

Flavocytochrome ¢, FAD baglayict FccB ve FccA alt birimden olusan
periplazmik bir proteindir. In vitro flavositokromlar, siilfitler ile sitokrom c¢550
gibi kiiciik ¢ tipi sitokromlar arasindaki elektron transferini katalize ederek,
elektronlar1 fotosentetik reaksiyon merkezine aktarabilmektedir. In vivo

flavositokrom c, elektron dondrii olarak siilfit kullanan birgok organizmanin
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flavositokrom ¢ {iretmesi ve onu Uretmeyen ve hala siilfit organizmalarin
olmasindan kaynakli ¢ok agik degildir. Buna gore de siilfitleri oksitlemenin baska
yollar1 oldugunu kanitlamaktadir. Baska bir sebep, Allochromatium vinozum ve
Chlorobium tepidum'un flavositokrom ¢ tiretmeyen mutantlarinin, mutasyona
ugramamis kontrol gruplariyla ¢ok benzer siilfid oksidasyon oranlari
gostermesidir. Son olarak, siilflirlerin yoklugunda daha da siilfitlere oksitlenen
elemental kiikiirt graniillerinin olusumuyla sonuglanan siilfitlerin oksidasyonudur.
Chlorobiaceae ve Chromatiaceae familyalarinin bazi {iyeleri siilfitleri oksitlemek
icin flavositokrom c¢ kullansa da, bunu yapmanin birincil yolu degildir
(Kushkevych et al., 2021)

Sulfiir: Kinon Oksidorediiktaz

Flavositokrom c ile oksidasyona alternatif olarak, elektronlarin siilfiirden
hiicredeki kinon havuzuna aktarilmasidir. Bu, siilfiirlin  oksidasyonunu
katalizleyen ve elektron alicisi olarak izoprenoid kinon kullanan SQR enzimini
gerektirmektedir. Bu metabolik yol izini kullanan sadece kemotrofik ve fototrofik
prokaryotlarda degil, ayn1 zamanda mitokondrilerde bile kesfedilmistir (Griesbeck
et al.,2000). SQR enziminin zara bagli olan aktivitesi, hem mor hem de yesil
kiikiirt bakterilerinde biyokimyasal olarak daha Once gosterilmistir (Shahak et
al.,1992). Bu enzimin, kinol oksitleyici Reiske FeS proteini ve sitokrom b
kompleksi yol iziyle elektronlar1 fotosentetik elektron tasima zincirine tasidigi
diisiiniilmektedir. SQR enziminin homologlari, elektron donérii olarak stilfiir
bilesikleri kullanmayan Chlorobiaceae familyasindakiyesil kiikiirt bakterilerinin
tiim suslarinda bulunmaktadir (Kushkevych et al., 2021).

2.2.11.2 Polisiilfidlerin Oksidasyonu

Polisiilfitler, ¢ogu mor ve yesil kiikiirt bakterisinde siilflir oksidasyonunun
birincil triintidiir, ancak bazilar1 onlar1 ¢evreden kabul edebilmektedir. Calisilan
birka¢ mikroorganizma disinda, bu organik kiikiirt bilesiklerinin simdiye kadar
bilinmeyen bir enzimatik islemle olusturulduguna inanilmaktadir (Kushkevych et
al., 2021).

2.2.11.3 Sox Enzim Sistemi ve Ters Calisan Siilfit Rediiktaz

Sox enzim sistemi en 1iyi sekilde Rhodobacter capsulatus igin

tanimlanmistir. Flavositokrom c, sox genleri veya her ikisiyle, kontroller olarak
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hala siilfid oksidasyon degerlerinde oOnemli bir farklilik gostermemistir
(Kushkevych et al., 2021).

2.2.11.4 Siilfitlerin Siilfat'a Oksidasyonu

Fototrofik kiikiirt bakterilerinde kiikiirt bilesiklerinin oksidasyonunun son
adimi siilfitlerin siilfatlara oksidasyonu olamktadir. Yesil kiikiirt bakterileri
cogunlukla disaridan saglanan stlfitleri oksitleyemezken, bazi mor kiikiirt
bakterileri bu yetenege sahiptir. Ayn1 zamanda, stlfitler, Dsr sistemi tarafindan
kiikiirt metabolizmasinda bir ara madde olarak biitiin fototrofik kiik{irt
bakterilerinin sitoplazmasinda meydana gelmektedir. Bu zamana kadar, siilfitlerin
oksidasyonunun sadece iki yoOntemi bilinmektedir. Birinci yontem siilfit
dehidrojenaz ile dogrudan oksidasyonu, ikinci yontem ise, adenosin-50-
fosfosiilfat (APS) yoluyla dolayli AMP'ye bagl oksidasyonudur. Iki yol da bir
organizmada bulunabilecegi enzimatik olarak kanitlanmistir (Kushkevych et al.,
2021).

Siilfit Dehidrojenaz ile Dogrudan Oksidasyon

Siilfit dehidrojenaz, elektronlar1 ferrisiyaniirlere veya flavositokrom c'ye
gondererek siilfitlerin siilfatlara dogrudan oksidasyonunu saglamaktadir. En ¢ok
bilinen bakteriyel siilfit dehidrojenaz, alfa-proteobakteri’da bulunan Starkeya
novella’daki SorAB proteinidir. Molibden kofaktorii ve sitokomdan olusan
heterodimer yapidadir. Katalizi esnasinda elektronlar, olduklar1 yerden kiigiik bir
alt birimde bulunan ¢552 araciligiyla yavas yavas aktariimaktadir. Buradan da
sitokrom ¢550'ye aktarilmaktadir (Kushkevych et al., 2021).

Dolayli AMP Bagimli Oksidasyon

Bu yol izinde siilfit, AMP'den APS, APS rediiktaz ile olusmaktadir. APS'nin
AMP olan yapisal kismi, ATP siilfillaz ile pirofosfata aktarilmaktadir. Adenil
siilfat ise fosfat adenililtransferaz (APAT) ile fosfata aktarilir, burada bir ATP
veya ADP aciga ¢ikmaktadir. Adenilat kinaz kullanilabilen bu iki ADP molekiilii
ATP ve AMP'ye doniistiiriilebildigi i¢in ATP siilfillaz ve APAT siilfat1 serbest
birakan substratin fosforilasyonunu katalizlemektedir. Tiim siire¢ bakteriyel
sitoplazmada gergeklesmektedir (Kushkevych et al., 2021).
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Sekil 2.32 Siilfitin dogruda ve dolayl oksidasyonu (Kappler and Dahl, 2001)

2.2.11.5 Tiyosiilfatlarin Oksidasyonu

Bakteriler, tiyosiilfatlar1 tiyostilfat dehidrogenaz kullanilarak tetrationana
veya  multienzim Sox sistemi kullanilarak siilfatlara okside etmektedir
(Kushkevych et al., 2021).

Tiyosiilfatin Tetrationata Oksidasyonu

Tetrationat zayif asidik bir ortamda daha fazla tiretilmektedir bunun sebebi
Ph’ya bagli olmasindandir. Oksidasyona siilfat dehidrojenaz enzimi sebep
olmaktadir. Bu enzim, tiyosiilfatlarin oksidasyonu sirasinda aciga c¢ikan
elektronlarin bir alicist olan 1PIP'yi (yliksek potansiyelli demir-kiikiirt proteini)
kullanmaktadir (Kushkevych et al., 2021).

2.2.11.6 Tiyosiilfatlarin Siilfatlara Oksidasyonu

Tiyostilfatlar, siilfatlara Sox multienzim kompleksini oksitleyen bir sox geni
icermektedir. Siilfit, sitoplazmanin yapisinda bulunan ters etkili disimilator siilfit
rediiktaz DsrAB tarafindan tiretilmektedir. SorT siilfit dehidrogenazlari, mor veya
yesil kiikiirt bakterilerinde bulunmamaktadir. Bununla birlikte, zara bagli bir
polisiilfid rediiktaz benzeri demir-kiikiirt molibdoproteini (SoeABC) i¢in genler
evrensel olarak bulunmaktadir (Kushkevych et al., 2021).
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2.2.12 Etkin Mikroorganizmalar

Etkin Mikroorganizmalar (EM), Ryukyus Universitesi, Okinawa,
Japonya'dan Profesor Teruo Higa tarafindan ortaya atilmistir ve gelistirilmistir.
EM, bitkilerin ve topraklarin mikrobiyal ¢esitliligini artirmak i¢in asilayici olarak
biyoteknolojik uygulanabilen, yararli ve dogal olarak olusan mikroorganizmalarin
karisik kiiltiirlerinden olusmaktadir. Bugiine kadar olan arastirmalar, EM
kiiltiirlerinin toprak/bitki ekosistemine asilanmasinin toprak kalitesini, toprak
sagligin1 ve mahsullerin biiyiimesini, verimini ve kalitesini iyilestirebilecegini
gostermektedir. (Higa et al., 1994)

Etkin Mikroorganizmalara dahil olan ana tiirler sunlari igermektedir:

Laktik asit bakterileri — Lactobacillus plantarum, L. casei, Streptoccus
lactis.

Fotosentetik bakteriler — Rhodopseudomonas palustrus, Rhodobacter
spaeroides. Mayalar — Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis.

Actinomycetes — Streptomyces albus, S. griseus.

Fermente mantarlar — Aspergillus oryzae, Mucor hiemalis (Szymanski et al.,
2003)

2.2.13 Kokulu Bilesiklerin Biyoteknolojik Giderimi
Biyodamlatma filtre teknolojisi

Toprak yatakli biyofiltreler kullanilarak ¢ok uzun zaman 6nce hava kirliligi
kontrolii i¢in biyolojik aritma baslatilmistir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar
biyodamlatma filtresi veya damlayan biyofiltre olarak isimlendirilen daha
karmagik filtreleme ekipmanina odaklanmistir. Farkli olarak, genellikle bazi
sentetik veya dogal atil malzemeden yapilmis olan filtre yataginin iizerine sulu bir
fazin damlatilmasidir. Siv1 fazinda olmasi sebebiyle islem kosullarinin kontrol
edilmesi kolaydir, boylelikle zor uygulamalar biyodamlatma filtresi sayesinde bir

biyofiltreden isleminden daha verimli oldugu goriilmektedir.
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Biyodamlatma filtreleme yontemi kolay ve diisiik maliyetli teknoloji, orta
miktarda bir sermaye ve disik isletme maliyetleri, asit iiretenler dahil olmak
tizere c¢evre kirliligine sebep olan kimyasallarin etkin bir sekilde uzaklastirmasi ve
diisiik basingta damlama sebebiyle avantajli bir islemdir. Bu yontemin dezavantaji
ise ¢cok fazla besin ve yiiksek konsantrasyonda VOC’ler islenirse ortama biiyliyen
biyokiitle ttkanmaya sebep olabilmektedir.

Biofiltrasyon isleminde ise, kolay ve diisiik maliyetli teknoloji,
biyodamlatmaya gore daha diisiikk bir sermaye ve isletme maliyetleri, diisiik
konsantrasyonlarda kirleticilerin etkin sekilde uzaklastirilmasi, diisiik basingta
damlama ve fazla atik y1gimi iiretilmemesi sayesinde avantajli bir yontemdir. Her
2-5 yilda bir filtre yatagi degisimi, yiiksek miktarda kirletici konsantrasyonlari
icin daha az uygunlukta, nem ve pH kontrolii daha zor ve partikiil maddeler filtre

yatagini tikayabilir olmasi bu yontemin dezavantajlar1 arasindadir.

Mikroorganizmalar, biyofiltrenin ambalaj malzemesi iizerinde biyofilm
olarak biiyiimektedir. Aritilacak kirletici, dnce biyofilmi c¢evreleyen sulu film
tarafindan  emilmektedir ve sonrasinda biyobozunma biyofilm iginde
gerceklesmektedir. Bu islem bir emici kolonda sivi fazdaki kokularin fiziksel
olarak ayrilmasi veya emilmesinden ardindan siv1 fazli bir biyoreaktdrde biyolojik
aritmadan olusmaktadir. Biyoreaktorden cikan atik su, absorbe edici {initenin
tepesine yeniden sirkiile edilerek yiiksek oranda ¢oziiniir kirleticilerin etkin gazla
temizlenmesini saglamaktadir. Biyoyikama teknolojisinin baslica avantajlar
sunlardir: pH ve besin dozaji, kismen diisiik gaz basinci diisiisii ve kiiclik alan
gereksinimi gibi operasyonel parametrelerin kararliligi ve efektif kontroliiniin
olmasidir. Paketleme malzemesinin tikanmasi Onlendiginden, biyolojik
temizleyiciler bliylik gaz akis hizlarin1 ve yiiksek kirletici konsantrasyonlarini
isleme kapasitesine sahiptir. Ek olarak reaksiyon {irlinleri yikama ile
uzaklastirilabildiginden, reaktorde iiretilen toksik yan iirlinlerin konsantrasyonlari
diisiik seviyelerde tutulabilmektedir. Biyoyikama makinelerinin dezavantajlart ise
su sekildedir: siv1 atik olusumu ve olasi asir1 camur olusumu ve en yavas biiyiiyen
mikroorganizmalarin yikanma riski olabilir ve ayrica gaz halindeki c¢evre
kirliligine yol agan maddelerin absorpsiyon kolonunda kaldig1 kisa siire boyunca
absorbe edildiginden biofiltrasyon yontemi suda az ¢6zilinen bilesikler i¢in daha az
uygun olmaktadir. (Barbusinski et al., 2017)
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2.2.14 Kanalizasyon Sisteminde Kullanilan Koku Giderim Yontemleri

2.2.14.1 Sivi fazda aritma

Kanalizasyona farkli kimyasallarin eklenerek hidrojen siilfiir (H2S)
olusumunu kisitlanmas1 amaglanmaktadir. (City of Los Angeles, (2011)

Kalsiyum Nitrat (BIOKSIT)

Nitrat eklemesi bakterilerin kullandig: siilfat yapilarini1 degistirmektedir ve
kanalizasyondaki siilfiir olusumunu en aza indirgemektedir. Fazla miktar
kanalizasyon tesisini etkilerken aritma tesisinin birincil ariticilarinda nitrojen gazi
kabarciklar1 olusturmaktadir. Bitkilerde az miktarda BODs azalmasina sebep
olmaktadir aynt zamanda kalsiyum, biyokiitle biiylimesi icin gerekli bir mikro
besin olmasiyla avantajhidir. (City of Los Angeles, (2011)

a. Demir tuzlari

Demir kloriir siviya girdigi an demir ve kloriir olarak ayrigmaktadir, siviya
girdigi an siilfiirlerle tepkimeye girerek demir siilfitleri meydana getirmektedir.
Siilfiirlerdeki bu azalmayla beraber buhar halindeki H,S konsantrasyonlarim
azaltarak koku konsantasyonunun azalmasina olanak saglamaktadir. Atik sudaki
silfir disindaki anyonlarla reaksiyona girebilme egilimi bu yoOntemin
dezavantajidir. (City of Los Angeles, (2011)

b. Metal tuzlan

Metal tuzlar, hidrojen siilfit ile tepkimeye girerek siilfitleri ¢cokeltmektedir.
Genellikle demir siilfat tuzlart kullanilmaktadir. Yontemin avantaji peroksit veya
klora gdore maliyeti azdir ve kanalizasyonun pH'in1 arttiracak yiiksek asit igerigine
sahip olmalaridir. Anca bu atiklarin biyolojik metabolize edilmesine engel
olabilmektedir. (City of Los Angeles, (2011)

c. Potasyum permanganat
Hidrojen siilfit ile ¢esitli tepkimeye girebilen oksitleyici bir kimyasaldir.

Son iiriin olarak atik akislarda elementel kiikiirt, siilfat, tionatlar, ditionatlar ve

manganez siilfiirleri olusturan tepkimelere girebilmktedirler. Camur susuzlastirma
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islemlerinde son derece etkili oldugu gorilmiistir. Kullanilacak miktarin
belirlenmesi ve kontrolii giictiir. Hidrojen siilfliriin giderilmesi i¢in maliyetlidir ve
yiiksek doz gerektirmektedir. Ayrica tasima ve depolama igin Onlem alinmasi
gereklidir (City of Los Angeles, (2011).

d. Klor ve sodyum hipoklorit

Klor, su ile birlestiginde hidrojen siilfiir metabolize eden bakteriler icin
inhibe edici olan hipokloréz ve hidroklorik asit meydana getirmektedir. Klor
lagim suyunu aritmak i¢in kullanilan yararli olsa da, atiklar1 pargalayan bakteriler
i¢cin Oldiirtictidiir. Uzaklastirilmasi giic kloraminleri olusturmak ig¢in atik akistaki
idrarla birlestirmektedir. Klorlu kanalizasyonun aritilmasi sirasinda toksik veya
kanserojen klorlu hidrokarbonlar olusabilmektedir. Klor gilivenlik o6nlemleri
gerektiren tehlikeli bir kimyasaldir (City of Los Angeles, (2011).

e. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit, hidrojen siilfiir ile hizli tepkimeye girerek kiikiirt ve su
olusturur. Tepkimeleri kisa siirede tamamlandig1 i¢cin sadece yerel problemleri
iyilestirme igin tercih edilmektedir. Pahali ve koruyucu kiyafet giymeyi ayrica
kullanilirken 6zel glivenlik Onlemleri alinmasi1 gerektirecek kadar tehlikelidir.
Tasimmirken veya depolamasit yapilirken yiiz kalkanlar1 takilmalidir ve
kendiliginden yanabilmektedir (City of Los Angeles, (2011).

f. Oksijen/Hava Enjeksiyonu

Oksijenasyon, yararli aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerin
istenmeyen anaeroblara gore hizli liremesini saglayarak karbon kaynaklarini fazla
tilketmesine olanak taninmaktadir. Bu, yararli bakterilerin mevcut besinlerden
daha fazlasini tiikketmesini saglamaktadir. Doygunluk seviyesi az oldugundan
kullanimi sinirhidir (City of Los Angeles, (2011).

g. Kostik Sok Dozaji

Kanalizasyonun siilfit olusan alanlarina sodyum hidroksit direkt
eklenmektedir. En az yarim saat boyunca siilfat indirgeyen bakterilerin etkisiz
duruma getirmek i¢in artan hacim, hiz ve pH 12.5'in ilizerinde eklenmektedir. Bu

uygulama siilfiiriin bulundugu tiim formlarin1 etkin bir sekilde yok etmektedir.
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h. Magnezyum hidroksit

Atik suyun pH'" arttik¢a, sudaki siilflirler, H,S gazindan ¢oziinmiis stilfiirlere
dogru gitmektedir. Magnezyum hidroksit atik suyun pH'mmi1 yiikselterek tampon
gorevi gormektedir 7,5 ve 8,6 araligindaki Ph’in arttirilmasi ve tamponlamasi i¢in
atik suya siirekli olarak magnezyum hidroksit eklenmektedir. 8.6'lik bir pH'ta,
siilfirlerin ¢ok az kismu H»S gazi olarak mevcuttur.Yiiksek bir pH'n

saglanmastiyla, etkili koku giderimi saglanmaktadir.

2.2.14.2 Buhar fazh aritma

Bu yontem, gazlar1 ve kokular1 dogrudan isleme tabi tutmaktadir.
a. Sizdirmazlik Bakim delikleri

Buhar fazindaki kokularin en iyi giderimi buharlar1 kontrol altina almaktir.

Islem, bakim deliginden gazin disar1 ¢tkmasin engellemektir.
b. Gaz Kapani Bakim Deligi

Gaz1 kapan1 bakim deligiyle kazalizasyondaki gazlarin gecisini engelleyen

tuzaklar kurulmaktadir.
c. Bakim Deligi Ekleri

Bioteg MH Biyofiltre gibi bakim deligi eklerindeki filtre ortaminda
mikroorganizmalar mevcuttur bu organizmalar bakim kapagindan ¢ikmadan once
oksitlenerek koku giderimi yapmaktadirlar.

d. Biiyiik Hava Aritma Tesisleri

Karbon  temizleyiciler, H,S'in  giderimi  igin  aktif  karbon
kullanilmaktadirlar.Yiiksek oranda H,S uzaklastirmasi yapabilmektedir.

Biyofiltreler, 6zellikle hayvancilik tesislerindeki kokulu organik bilesiklerin
giderimini yapmaktadir, yaygin olarak tesislerde kullanilmaktadir ve etkili bir

yontemdir.
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Biyolojik Damlama Filtresi uzun Omiirliidiir ve bir¢ok avantaji vardir.
Mevcut olan her sey ortam igerisinden doniistiiriilmektedir. Ayrica sisteme
organizmalar i¢in devamli besleme yapilmaktadir (City of Los Angeles, (2011).

2.2.14.3 Hidrolik ivyilestirmeler

Diisiik Akis Hiz1

Kanalizasyon yavas aktiginda, mevcut olan tortu da artmaktadir. Tortular,
hidrojen siilfiire iyi bir altyap1 saglamaktadir bu sebeple kanalizasyonlar artmanin
olmamasi sebebiyle uygun akis hizinin gerektigi sekilde yapilmaktadir (City of
Los Angeles, (2011).

Ters Sifonlar

Basincin artmasi ters sifonlarlarin akisi tarafinda 6nemli koku sorunlariyla
bagdastirilmistir. Gazi sifondan aktarmak i¢in de hava kanallar1 veya kopriilerine
gerek duyulmaktadir, bu sebeple sistem buna uygun olmalidir (City of Los
Angeles, (2011).

2.2.15 Kokulu Bilesiklerin Giderilmesi icin Farkli Analitik Yontemler

Koku yayan kimyasallar, duyusal degerlendirmeden sonra kokularin
insanlara, cevreye ve biyolojiye yonelik potansiyel riskinin daha fazla etki
degerlendirmesi yapilabilmesi i¢in nicel ve nitel olarak analiz edilmelidir (Wang
etal., 2021).

Tablo 2.6 Farkli analitik yontemlerin karsilagtirilmas (Wang et al., 2021)

Metod Tamm Uygulama Avantaj  Referans
Van
Belirli bir dalga Amonyak, Kempen et
boyunda veya Siilfiir Yiiksek al.,
belirli bir dalga T hassasiyet ,
Spektrofotometri boyu araliginda Aromatlk Iyi ﬁz)lcr)ﬁstr
P 151¢1n absorbansini bilesikler secicilik of y
Olcerek nitel ve (fenol, Kolay
nicel analiz i¢in bir gkrolein, kullanom  Ecology
yontemdir. piridin) and

Environme
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GC

GC/MS

HPLC

Sistemdeki her bir
bilesenin ayirma ve
analiz yontemi
Karigim,
adsorpsiyon
kapasitesi,
¢Oziiniirlik, afinite
Ve anyon
durgunlugu gibi
fiziksel ozelliklerin
farkina dayanir.

Yontem, kiitle
spektrometresinin
iyon kaynagina tek
tek girerek
bilesiklerin dogru
tanimlanmasi igin
kiitle spektrometrisi
ile etkili ayirma ve
¢Oziintirlik
yetenegi icin gaz
kromatografisini
birlestirir.

Siviyt mobil faz ve
yiiksek basingli
inflizyon sistemi
olarak kullanan,

Tek ¢oziicli veya
karisik gibi farkli
polariteye sahip
mobil faz

Organik
aminler,

Kiikdirt
bilesikleri,

Ucucu yag
asitleri,

Karbonil
bilesikleri,

Ester,

Fenol,

Alkol,

Azot bilesikleri
Siilfiir(hidrojen
suilfiir,

karbon
distlfir,
karbonil
kukiirt,
merkaptan,

tiyoeter,
tiyofen,

dimetildisiilfid,

dimetiltrisiilfid)

Ugucu organik
Bilesikler

Diistik
molekiiler
agirlikl
organik
aminler,

Anilinler,
Karbonil

Yapisal
olarak
benzer
bilesik i¢in
zayif
tanima,

Karmagik
operasyon

Genel
amactan

Ozel amaca
istege baglh
dedektorler

Yiksek
fiyat Uzun
analiz
siiresi

nt of the

People's
Republic
of

China,
2009

Miranda-
Lopez et
al.,

1992; Jin
etal., 1997

Akdeniz et
al., 2012;

Cai et al.,
2007

Tsai et al.,
2009;

Hofstetter
etal.,

2019
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Iyon
kromatografisi

Elektronik burun

Farkli oranlarda
¢Ozucu ve tampon,
sabit fazl
kromatografik
kolona pompalanir.
Kolondaki
bilesenler
ayrildiktan sonra,
numunenin
analizini
gergeklestirmek
icin algilama i¢in
dedektore girerler.

bilesikleri,
Fenoller

Esas olarak iyon
degisim gruplari
arasindaki degisimi
kullanir, yani
ayirma, kendi
kendine bakim
degisim reginesine
iyonlar arasindaki
afinite farkina
dayanur.

Ugucu yag
asitleri,

Organik
aminler

Y ontem, kokuyu

tanimlamak i¢in gaz Amonyak,
sensorii dizisinin ~ Sulfr,
tepki modelini Koku

kU”anan e|ektr0nlk konsantrasyonu

bir sistemdir.

Dar
dogrusal ~ Botre and
aralik, Gharpure,
Nispeten  2006; Pan
zay1f etal., 2007
¢Oziintirlik
Zayif Jha and
stabilite  payaghi,
Periyodik .
kalibrasyon 2014'_
al.,2005

araligi
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3. MATERYAL METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Tiyol Biyodegredasyonunda Kullanilacak izolatlar

Kullanilan izolatlar 16.12.2020 tarihinde, Izmir Seyrek bolgesinde bulunan
bir Domuz Ciftligi (yetiskin domuz ve yavru domuz diskisi) ve daha onceden
ornegi alinan bir aktif camur O6rneginden toplamda ii¢ farkli habitattan alinan

orneklerden elde edilmistir.
3.1.2 Besiyerleri ve icerikleri

Kullanilacak besiyeri ortami, Mineral Salt Medium besiyeri secilmis olup,
icerikleri ¢okelti olusturmamak i¢in Tablo 3.1’de sirayla 500 ml’lik distile su

icerisinde tartilip, hazirlanmigtir.

Tablo 3.1 Mineral Salt Medium Bilesen ve Miktarlari

Bilesen Miktar (g/500MlI)
KH,PO4 1,2 gr

K2HPO,4 1,05 gr

FeSO, 0,01 gr

NH,CI 0,23 gr

MgCl, 0,11 gr

Besiyeri igerikleri tablodaki siraya gore tartilip 500ml’lik distile su
icerisinde teker teker c¢alkalayicida ¢oziindiiriilerek sirayla konulmustur. Besiyeri

otoklavlanmadan enjektor ve filtre kullanilarak steril edilmistir.

Elde edilen mikroorganizmalarin 6zelliklerini belirlemek i¢in, Triptic Soy
Agar (TSA) besiyeri (Merck 1.05458 ) ve Nutrient Agar (Sigma-Aldrich 70148)

otoklavlanarak, petrilere dokiilerek izolatlarin ekimleri yapilmistir.
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3.1.3 izolasyonu yapilan mikroorganizmalarin mikroskobik tanilamalari

Biyodegradasyon yapan ve elde edilen mikroorganizmalarin morfolojik

tanilamalarinin yapilmasi amaciyla gram boyama yontemi kullanilmistir.
3.1.4 Tez cahismasinda kullanilan kimyasallar
2-Furanmetanetiyol (98-02-2 Merck)

3.1.5 HPLC (yiiksek performans sivi kromotografisi) analizinde kullanilan
kimyasallar

Bakterilerin tiyol biyodegradasyon yetenegi ve degradasyon yiizdesinin
belirlenmesi icin HPLC cihazi kullanilmistir. Sabit fazda C18 (Agilent Eclipse
XDB) HPLC Column ve mobil fazda asetonitril (75-05-8 Merck) ve formik asit
(64-18-6 Merck) kullanilmustir.

3.1.6 Kalitsal materyallerin goriintiillenmesinde kullanilan kimyasallar

Parcalama yetenegi gozlenenen mikroorganizmalarin DNA’lari, agaroz
TAE tamponu ve GelRed (Biotium) floresanli niikleik asit boyasi kullanilarak
goriintlilemeleri  yapilmistir.  Kalitsal —materyalin = molekiil —agirliklarinin
belirlenmesi i¢in Ladder (PCR 100 bp Low Ladder- Merck) , kalitsal materyali

agaroza yliklemek i¢in ylikleme boyasi kullanilmistir.
3.1.7 Calismada Kullanilan Cihazlar

»Hassas Terazi (Denver Instrument): Gerekli kimyasal malzemeleri ve
ortamdaki bilesenleri tartmak amaciyla kullanilmaktadir.
= Otoklav (Hirayama Hiclave-HV 50L): Kullanimi tamamlanan organizmali

besiyerleri ve hazirlanan yeni (taze) ortamlar sterilize etmek i¢in kullanmaktadir.

= Steril Kabin : Ekim islemlerinin tamaminda kontamine olma riskinin

oniine gecilmesi maksadiyla kullanilmistir.

*DNA/RNA Steril Kabini (Biosan): Molekiiler biyoloji alanindaki
calismalarin yiiriitiildiigii siirecte kontamine olma riskini ortadan kaldirmak

maksadiyla kullanilmistir.
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» inkiibator (Memmert): Solid besiyerlerindeki organizmalarin 27° C

derecede gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir.

= Calkalayic1 (New Brunswick Scientific Innova 4340): Likit ortamdaki
organizmalarin 120 rpm ve 27° C derece kosullarinda bliyiitiilmesi amaciyla

kullanilmustir.

= Spektrofotometre (Hettich - Carry 300 Bio): Asi mikroorganizmasi

gorevinde kullanilacak mikroorganizmalarin miktar1 belirlenirken kullanilmistir.

*HPLC (Agilent 1100 Series): Tiyol ve tiyol ihtiva eden bilesikleri
indirgeyebilen organizmalarda parcalama etkinliginin tespit edilmesi amaciyla

kullanilmastir.

*PCR (Techne-TC Plus): Izolasyonu saglanmis mikroorganizmalarin

kalitsal materyal ¢ogaltilmas1 maksadiyla kullanilmistir.

= Vortex (VWR): Karistirma islemlerinde ve oziitleme (ekstraksiyon)

basamaginda kullanilmistir.

= Mikropipetler (Eppendorf): Mikrolitre hacimli likitlerin aktariminda 10,
100 ve 1000 mikrolitrelik piperler kullanilmistir.

= Santrifiij (Hettich): Yiiksek performansli sivi kromotografisi analizi ve

kalitsal materyal izolasyonunda kullanilmigtir.

= Jel Gériintiileme Cihazi (UVP Biospectrum): izolasyonu saglanmis kalitsal

material ve PCR {irlinlerinin goriintiilenmesi amaciyla kullanilmistir.

= Elektroforez: izolasyonu saglanmis DNA’larin safligi kontrol edilirken

kullanilmustir.
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3.2 Metod
3.2.1 2-Furanmetanetiyolii degrede eden organizmalarin izolasyonu

Otoklavda steril edilen 50ml’lik amber siselerin icerisine, Mineral salt
medium besiyeri, Sml’lik enjektorlerle cekilip 0.45 uM’lik steril filtrelerden
gecirilerek amber siselerin igerisinde 25ml olacak sekilde aktarilmistir. Atik
camur, yavru domuz diskisi ve yetiskin domuz diskisindan 1gram tartilarak amber
siselerin igerisine konulmustur. 2-Furanmetanetiyol suyun igerisinde ¢6ziinmedigi
icin besiyerine aktarilmadan oOnce Tablo 3.2°deki gibi kloroformda
¢Oziindiiriildiikten sonra, son konsantrasyonu 185mg/L olacak sekilde igerisinde
ornek bulunan amber siselere 2fuiranmetanetiyolden 46,3ul eklenmistir. Amber
siseler 5 giin siire ile 27°C sicaklikta 120 rpm de calkalamali inkibatorde

inkiibasyona birakilmistir.

Tablo 3.2 2-Furanmetanetiyoliin ¢6ziindiiriilmesi

0,5ul 2-Furanmetanetiyol 4,5ul kloroform

Inkiibasyon siiresinin sonunda ana &rnek olan amber siselerden 1,23 ul
alinarak, yeniden steril edilen ve filtreden gegirilen mineral salt medium besiyeri

iceren sigelere ana O6rnekten pasajlama yapilmistir.

5 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda ayni parametreler baz alinarak 2.kez
1.pasajlamas1 yapilan amber siselerden 1,23 ul alinarak, yeniden steril edilip
filtreden gecirilen mineral salt medium besiyeri igeren amber sigelere 2.kere

pasajlama yapilmistir ve ayni sekilde 5 giinliik inkiibasyona birakilmistir.
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Tablo 3.3 Kullanilan 2-Furanmetanetiyoliin miktar1 ve pasajlanmasi

Ana Ornek 1.Pasaj 2.Pasaj
25 mL Mineral Salt 25 mL Mineral Salt 25 mL Mineral Salt
Medium Besiyeri Medium Besiyeri Medium Besiyeri

1,23ul ana 6rnekten ]
1 g Yetiskin Domuz Digkis1 nd 1.23ul 1.pasajdan alindi.
alindu.

1.23ul ana 6rnekten '
1 g Yavru Domuz Diskisi ind 1.23ul 1.pasajdan alindi.
alindi.

1.23ul ana 6rnekten

1 g Atk Camur 1.23ul 1.pasajdan alindi.
alindu.

185 mg/L 2- Ana 6rnek disinda Ana 6rnek disinda

Furanmetanetiyol besleme yapilmadi. besleme yapilmadi.

Pasajlama  isleminden sonra, mikrobiyal yogunluk ve farkh
mikroorganizmalarin belirlenebilmesi i¢in amber siselerden 6rnekler alinarak 10*
, 107, 10% |, 10™ lik seyreltmeler yapilmistir ve 107, 10™* ik seyreltmeler
Nutrient Agar’a ekilmistir. 30°C, 24saatlik inkiibasyona birakilmis olup,
sonrasinda besiyerinde tUreme olan petrilerdeki tireme farkliliklarina gore
belirlenmis ve farklilik gosteren koloniler besiyeri ortamindan alinarak saflagtirma
amaclh ¢izgi ekim yontemi ile yeniden Nutrient Agar ortamlarma ekilmistir.
Saflastirilmis olan izolatlar, yatik Nutrient Agar’a ekilip, +4 °C ‘de muhafaza

edilmistir.

3.2.2 Kullamilan mikroorganizmalarin biyoparcalanma etkinliklerinin
belirlenmesi

2-Furanmetanetiyoliin biyodegredasyon denemesinde, 50 ml’lik amber
siselerde hazirlanan ve tek karbon kaynagi olarak kullanilacak olan tiyollii bilesik
icin, en 1yi par¢alama konsantrasyonu 185 mg/L olacak sekilde 46,3 mg/L 2-
Furanmetanetiyol iceren her bir amber sisede 25 MI igeren Mineral Salt Medium

ortami hazirlanmistir.
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Yatik Nutrient agarda +4°C’de saklanan izolatlar denemelere baslamadan
once aktivasyonlarinin saglanmasi i¢in; 15 ml nutrient agar iceren petrilere

ekilerek 30 °C’ de 24 saat boyunca inkiibatdrde biiyiitiilmiistiir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda, dnceden hazirlanmis olan 5ml lik FTS’li
tiiplerin igerisine aktivasyonu saglanan izolatlar optik yogunluklar1 OD 1 olacak
sekilde aktarilmistir. Boylece yapilan denemelerde olusabilecek mikroorganizma
sayis1 kaynakli belirsizlikler Onlenmistir ve OD 1° e karsihik gelen optik
yogunlugun yaklasik olarak 10°- 10" kob/ml oldugu belirlenmistir.

Hazirlanan tiim amber siseler 2-Furanmetanetiyol eklenmeden Once
otoklavlanmigtir. 1/10’luk seyreltilmis olan 2-Furanmetanetiyol ve optik
yogunlugu 1’ e ayarlanmis olan tiiplerden %35 izolat, igerisinde mineral salt
medium igeren ortamlara aktarilmis ve iyice karistirilmistir. 2-Furanmetanetiyoliin
ucucu olmast sebebiyle, 2ml’lik siringalarla ortam igerisinden hizlica 1ml
cekilmis ve steril ependorflara aktarilmistir. Ependorflar 2500 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra ¢ok dipten olmayacak sekilde 2ml lik siringayla
siipernatant ¢ekilmistir ve 0.45 mMlik filtreden HPLC analizi i¢in viyallere
aktarim yapilmistir. Stipernatant alimi santrifiij sonunda yapilmistir. Boylelikle
Mikroorganizlarin ekim islemi sirasinda besiyerinden gelebilecek olasi organik

maddelerin uzaklastirilmas saglanmistir.
3.2.3 Biyoparcalama etkinliginin belirlenmesi i¢in yapilan kiiltiirel analizler

Izolatlarin dis kosullara aklime olmalari; mevcut ortamin bilesenlerine gre
etkilenmektedir. Bu ¢evresel kosullar sicaklik, oksijen igerigi vb. gibi bir¢ok
faktor olabilmektedir. Mikroorganizmalar iizerinde, etkinlik Ol¢limleri i¢in
kullanilan ortamlarin yeterliligi, ayn1 zamanda degredasyon tayini i¢in bakilacak
olan tiyollii bilesigin ucuculugu, ¢O6ziiniirliigii, organizmalar {izerinde inhibe
etkilerinin olup olmadigi ve canlilik faaliyetlerindeki durumlar1 belirleyen

kiiltiirel ekim yontemi kullanilmigtir.

Caligsma siiresince, iki giin araliklarla amber siselerden alinan 6rnekler TSA
besiyerine aktarilmistir. Bodylece mikroorganizmalarin canlilik faaliyetlerindeki
artma azalma miktarlar1 belirlenmistir. Ayrica kontrol grubu olarak kullanilan
amber siselerin de degisimlere bakilmistir ve igerisinde mikroorganizma grubu
bulunan amber siselerle kiyaslanarak herhangi bir kirlenme durumu olup olmadig1

kontorl edilmistir.
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3.2.4 Yapilan analitik analizler

Izolatlarn biyoparcalama kabiliyetlerinin sayisal verileri; besin kaynagi
olarak kullanildig1 disiiniilen 2furanmetanetiyol bilesiginin siirece bagh
azalmasimi tespit eden Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography) ile 6l¢iilmiistiir.

2-Furanmetanetiyoliin biyopar¢alanmasinin gézlenmesi i¢cin HPLC (Agilent
100 series, USA) cihazi ile C18 (4,6x150mm, 5um, Agilent Eclipse XDB) kolonu
kullanilmigtir. Yontem, DAD dedektorii vasitasiyla %50 Asetonitril, %50 (%0.9
Formik asit ilaveli) - su mobil fazinda, 1ml/dk akis hiz1, 20ul enjeksiyon ile kolon
sicakligr 30°C ve 15 dakika olacak sekilde olusturulmustur. 2-Furanmetanetiyol
suda ¢oziinmedigi icin HPLC analizi standart grafigi yapilmadan 6nce yapilacak
olan seyreltmeler metanol igerisinde yapilmistir. 2-Furanmetanetiyol igin belirli
konsantrasyonlarda ardisik seyrelmeler ile hazirlanan 6rneklerle belli bir alikonma
siiresinde elde edilen alanlar (Tablo 3.4) ile konsantrasyonlara kars1 standart egri
grafigi (Sekil 3.1) olusturulmustur, bilinmeyen ornekteki 2-Furanmetanetiyol
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in sabit katsayilar elde edilmistir. Sonrasinda,
analizlerde belirlenecek olan pikler 2-Furanmetanetiyol i¢in alikonma siiresi 3.8
olarak 230nm dalga boylarinda 6l¢lilmiistiir. Standart grafik 200ppm’e kadar bu
kimyasal1 okudugu i¢in ¢alisilacak olan konsantrasyon ve hesaplamalar 185ppm’e

gore hesaplanmustir.

Tablo 3.4 2-Furanmetanetiyoliin konsantrasyon, alitkonma siiresi, pik alan1 ve dalga boyu

Kimyasal Konsantrasyon Rt Pik Alam Dalga Boyu
2F sppm 3.837 209.4 230 nm
2F 10ppm 3.843 383.9 230 nm
2F 25ppm 3.837 1138 230 nm
2F 50ppm 3.835 2035.7 230 nm
2F 100ppm 3.837 4185 230 nm
2F 150ppm 3.837 6172.7 230 nm

2F 200ppm 3.836 8021.3 230 nm
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“DAD1 b, §ig=230,15 Ref=360,100 (MERKAPTANVS0221_2F STANDARD 2021-02-18 14-20-151180221_MEOH.D)
“DAD1 b, §ig=230,15 Ref=350,100 (MERKAPTANS0221_2F STANDARD 2021-02-18 14-20-151180221_SPPM_2F.D)
.18 Ref=360,100 (MERKAP TANI120221_2F S TANDARD 2021-02-18 14-20-151120221_10FFM_2F.D)
16 Ref=360, 100 (MERKAP TANVE0221_2F S TANDARD 2021-02-18 14-20-161180221_26FF W_2F.D)
16 Ref=360, 100 (MERKAP TANVWE0221_2F STANDARD 2021-02-18 14-20-161120221_50FFM_2F.D)
=DADA1 b, 15 Ref=360, 100 (MERKAP TAN120221_2F STANDARD 2021.02-18 14-20.15130221_100FPM_2F.D)
“DAD1 D, §ig=230,15 Ref=360,100 (MERKAPTANIS0221_2F STANDARD 2021-02-18 14-20-151180221_150PPM_2F.D)
“DAD1 D, §Ig=230,15 Ref=350,100 (MERKAPTANVIS0221_2F STANDARD 2021-02-18 14-20-151180221_200P PM_2F.D)
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Grafik 3.1 2furanmetanetiyol kimyasali i¢in olusturulan standart egri grafigi

3.2.5 Se¢ilen mikroorganizmalarin on tanilamalari

Morfolojik ve analitik islemlerin sonucunda, 2furanmetanetiyoliin

parcalamasini yapabilen mikroorganizmalarin 6n tanilamalart yapilmistir.

Kiiltiirel ve mikroskobik 6zelliklerinin tanilamalarina ek olarak molekiiler
teknikler kullanilarak 16S rDNA dizi analizi araciligiyla izolasyonu yapilan

mikroorganizmalar tanilanmaigstir.
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3.2.5.1 Kiiltiirel 6zellikler

Izolasyonu yapilan mikroorganizmalar TSA ortamma ekimleri yapilarak
30°C’de 24 saat sonunda olusan koloniler morfoloji, renk, koku ve pigmentasyon

bakimindan incelenmistir.

3.2.5.2 Mikroskobik ozellikler

TSA ortaminda {iireyen kiltiirlerin Gram boyama tepkimeleri, bakteri
morfolojileri ve mikroskobik boyutlar1 100x’lik bliylitmede mikroskopta

incelenmistir.

3.2.6 Mikroorganizmalarin molekiiler tanilamasi

3.2.6.1 DNA izolasyonu

Yapilan analizlerden sonra, 2-Furanmetanetiyolii besin kaynagi olarak
kullanip biyoparcalama kabiliyeti gdsteren organizmalarin molekiiler olarak
tanilamasinin yapilabilmesi i¢in birinci basamak olarak DNA izolasyonlari
yapilmistir. DNA izolasyonu i¢in Roche High Pure PCR Template Preparation Kit

kullanilarak asagida belirtilen sekilde yapilmistir.

1. Secilen izolatlar icerisinde yaklasik 4 ml PBS ¢ozeltisi bulunan tiiplerin
icerisinde ¢ozdiiriiliiriip OD ‘si 2 olacak sekilde ayarlanmistir. OD’si ayarlanan
izolatlardan 1pl alinarak ependrofa aktarilmistir ve 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij

edilmistir.

2. Santrifiijden sonra siipernat atilarak pellete 200 pl Binding Buffer
eklenerek pellet ¢ozgende cozdiiriildiikten sonra lizerine 40 pl Proteinaz K
eklenerek 70°C ‘de 20 dakika 1s1 blogunda inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyonun sonunda 1s1 blogundan alinan ependorflar oda sicakligina
geldikten sonra {lizerine 100 pl izopropil alkol eklenerek pipetle pipetleme
yapilmistir.

4. 5dakika 13000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

5. High Pure Filter Tube, bir collection tube ile birlestirilmistir.


https://lifescience.roche.com/en_tr/products/high-pure-pcr-template-preparation-kit.html
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6. Sivi numunenin geri kalan1 filtre tiipiiniin tampon haznesine
pipetlenmistir.

7. High Pure filter tube’lin tamamu santrifiije yerlestirilerek 1dakika 8000

rpm’de santrifiijlenmistir.

8. Sonra yikama ve eliisyon agamasina gecilmistir.

9. Santrifiijden sonra, Filter tube, Collection tube’den ¢ikarilmistir ve

collection tube’le i¢inde sivi bulunan ependorf atilmistir.

10. Filter tube yeni bir Collection tube ‘iin igerisine yerlestirilmistir.

11. Filter tube’un {iist haznesine 500 ul inhibitér removal buffer eklenmistir.

12. 1 dakika 8.000 rpm’de santrifiijlenmistir.

13. High Pure Filter Tube, bir collection tube ile birlestirilmistir.

14. 9.ve 10. Basamak tekrar edilmistir.

15. Filter tube’un igerisine 500ul wash buffer eklenmistir.

16. 1 dakika 8.000 rpm’de santrifiij yapilmistir ve alttaki sivi atilmustir.

17. 13, 14, 15 ve 16. Basamak tekrar edilmistir.

18.Tiipteki siv1 atildiktan sonra, High Pure 10 saniye boyunca tam hizda

santrifiijlenmistir.

19. Collection tube atilmistir.

Ek santrifiijleme adimlar1 washing buffer kalintilarin1 ortadan kaldirmaktadir.

3.2.6.2 DNA miktari ve saflik kontrolii vapilmasi

Nanodrop 2000 (Thermo) cihaz1 kullanilarak DNA’nin saflik ve miktari

tayin edilmistir. Cihazin izolasyon prosediiriindeki blankleme ile c¢dozelti
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igerisindeki DNA tanitilmistir. Yapilan her 6l¢iimiin sonunda cihazin optik 6l¢tim
haznesi hassasiyeti sebebiyle temizlenmistir. Orneklerden 1,5 pL almarak 3 defa
ayni islemle kontrol edilip ¢aligilmistir.

3.2.6.3 PCR/ PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

16S rDNA dizi analizi i¢in uygun oldugu disiiniilip se¢ilen DNA
orneklerinin kopyalanip ¢ogaltilmasinda, Xpert Taq Matermix kullanilmistir. Kit
igerisindeki bilesiklerle birlikte 16S rDNA’ya spesifik universal primerler ve kalip
DNA eklenmistir. DNA’y1 kopyalayacak olan koleksiyon tiiplerine eklenecek
olan bilesenler ve reaksiyon basamaklari kit igerigine gore diizenlenlenmistir ve
Tablo 3.5‘te belirtilmistir.

Tablo 3.5 PCR bilesenleri ve miktarlar:

BILESEN MIKTARI

Kalip DNA 5ul

Master Mix 12,5 ul

11 Forward Il

1492 Reverse | 1 ul

Su 5.5ul

Istenilen DNA bélgelerinin ¢ogaltilmasi igin bakterilerin bu 16s tDNA'ya
spesifik olan universal primer setleri belirlenip kullanilmistir. Primer setleri Tablo
3.6°da goriilmektedir.



45

Tablo 3.6 Universal primer setleri

Primerler Niikleotid Sirasi

11F (Forward primer) 5'GTT TGA TGG CTC AG 37

1492R (Reverse primer) 5'TAC GGC TAC GACTT 3°

Cogaltilacak bolge i¢in, kite uygun sekilde olan, reaksiyon basamaklari
Tablo 3.7’de belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Tablo 3.7 PCR reaksiyon basamaklari

ISLEM DONGU SURE SICAKLIK
Denatiirasyon - 95

(11k)

Denatiirasyon 20 sn 95
Baglanma 30 30sn 48

Uzama 1,50 dk 72

Uzama 5dk 72

(Son)

Sogutma - +4

3.2.6.4 PCR iiriinlerinin elektroforezi

Cogaltilan DNA bolgeleri, 1 pl GelRed boyasi igeren %1°lik agaroz jel ve
tamponlama gorevi goren 1xTA kullanilarak 90V’da 45 dakika bantlamalarin
goriintliilenmesi i¢in islemi baslatilmistir. 2 pl PCR 6rnegi ve 1yl Loding Dye
boyast ve 3ul su art arda eklenerek jelin kuyucuklarina yiiklenmistir ve her
elektroforez isleminde Orneklerle beraber Ladder (PCR 100 bp Low Ladder-
Merck) jelde yiiriitiilmiistiir. Y{iriitme sonucu ¢ikan DNA bantlarinin boyutlari,
Olciilmiistiir. Jel lizerinde, yaklasik 1500 bp uzunlugundaki universal primerlere
jel iizerinde ¢akisan DNA bantlar1 dikkate alinmgtir.

3.2.6.5 PCR iiriinlerinin niikleotid dizilerinin belirlenmesi

Letgen  Bioteknoloji  araciligiyla  secilen  izolasyonu  yapilmis
mikroorganizmalar i¢in belirlenen 16S rRNA niikleotid dizileri, FinchTV ile
bakilmasimnin ardindan Center for Biotechnology Information (NCBI) Gen

Bankasi’na (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nith.gov) girilerek kayitli dizilerle
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karsilagtirilmasi yapilip, blast sonucu benzeyen organizmalar isimlendirilmistir.
ClustalW ile (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) referans olan sekans dizileri
indirilmis ve tanilanan dizilerin ¢akistirilmasi yapilmistir. MEGA 7 kullanilarak,
“Neighbor-joining” metoduyla mikroorganizma tiirlerinin akrabalik ilikisini
ortaya koyan filogenetik agaci yapilandirilmistir. Ayrica, belirlenen diziler
Genbank'a yiiklenerek sonraki arastirilmalarda kullanilmak ic¢in aksesyon

numaralar1 alinmastir.

3.2.7 Secilen organizmalarin parcalanma aktivitelerinin zamana bagh
belirlenmesi

Tanimlanmasi yapilmis organizmalarin zamana bagli biyodegradasyon
yeteneginin saptanmasi amactyla her organizma i¢in 50 ml’lik amber siselere
25ml Mineral Salt Medium besiyeri hazirlanmistir ve % 5 ‘lik bakteri kiiltiiriinden
eklenmistir. Tablo 3.8 ‘de belirtildigi gibi her organizma icin tek bir kosul
saglanmigtir. Her organizma i¢in 25 ml besiyerine karbon kaynagi olarak
yogunlugu 1.22 g/mL olan 2-Furanmetanetiyolden, 1/10 metanolle seyreltilmis
olarak toplam hacmi 46,3ul olacak sekilde konularak 120 rpm’ de 30°C de
calkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Kimyasalin uguculugu
gb6zoniinde bulundurularak amber siselerin kapaklar1 her seferinde 1yi bir sekilde
parafilmlenmistir. Izolasyonu yapilan mikroorganizmalarin biyoparcalama &lgiim
analizleri sirasinda 6rnek alinirken meydana gelebilecek kirlilik riski durumundan
dolayl, deneme siiresince agilmadan bekletilecek kontrol amber siseleri
hazirlanmistir ve 120 rpm 30°C’ de inkiibasyona kaldirilmigtir. Kimyasalin
besiyeri ortamina konuldugu ilk an olan t0 anindan itibaren t24, t48 t72. saate
kadar her 24 saatte bir amber siselerden steril ependorflara 1.5ml 6rnek alinarak
santrifiije konularak 2500 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra
slipernatanttan 800 ul 2ml lik siringayla alinarak 0.45 Mm lik filtrelerden

gecirilerek HPLC viallerine analiz i¢in aktarilmistir.
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Tablo 3.8 Zamana bagl par¢alanma aktivetesi i¢in kullanilan organizmalar ve 2F miktarlari

Kontrol Grubu

(Organizma Yok) + Mineral Salt Medium + 46,3 ul 2F

2FAYE1K +Mineral Salt Medium + 46,3 ul 2F

(Yetiskin domuz digkisi)

2FAYAILN +Mineral Salt Medium + 46,3 ul 2F

(Yavru domuz digkisi)

2FAYALS +Mineral Salt Medium + 46,3 ul 2F

(Yavru domuz diskisi)

2FAXN +Mineral Salt Medium + 46,3 ul 2F

(Aktif gamur 6rnegi)

2FAYELS +Mineral Salt Medium + 46,3 ul 2F

(Yetiskin domuz diskisi)

2FAXDM +Mineral Salt Medium + 46,3 ul 2F

(Aktif gamur 6rnegi)
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4. BULGULAR

Yapilan tez calismasinda Izmir’de bulunan bir Domuz Ciftligi (yetiskin
domuz ve yavru domuz diskisi) ve daha onceden 6rnegi alinan bir aktif ¢amur
orneginden toplamda ii¢ farkli habitattan alinan Orneklerden izole edilmistir.
Alinan Ornekler Mineral Salt Medium Besi yeri ortamlarindaki pasajlamadan
sonraki goriintiileri Resim 4.1 de gosterilmistir. Resim 4.2°de gortldigi gibi

1.glinlin sonunda bulaniklagma olusmustur.

Resim 4.1 2-Furanmetanetiyoliin bulundugu Resim 4.2 2-Furanmetanetiyoliin
Mineral Salt Medium besiyerinden degradasyonu sonucu Mineral Salt Medium

organizmalarin izolasyonu Besi yerinde gozlenen bulaniklasma
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Petrilerde biiyliyen ve farkli oldugu diisiinilen 13 organizma 2-
Furanmetanetiyolii parcalama yeteneginde oldugu diisiiniilerek Nutrient Agar
ortamlarinda saflastirilmistir. Calismaya devam edilen 5 organizmanin petri
plaklarindaki goriintiileri Resim 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8 de goriilmektedir.

Resim 4.3 Pasajlama sonrasi 2FAYAIN izolatina ait Nutrient Agar ortam goriintiisii



50

Resim 4.4 Pasajlama sonrasi 2FAXDM izolatina ait Nutrient Agar ortam goriintiisii

Resim 4.5 Pasajlama sonras1 2FAYELS izolatina ait Nutrient Agar ortam goriintiisii
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Resim 4.6 Pasajlama sonrasi 2FAYA1S izolatina ait Nutrient Agar ortam goériintiisii

Resim 4.7 Pasajlama sonras1 2FAYE1K izolatina ait Nutrient Agar ortam goriintiisii
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Resim 4.8 Pasajlama sonrasi 2FAXN izolatina ait Nutrient Agar ortam goriintiisti

Nutrient Agar besi yerinde biiyliyen organizmalarin tam olarak saf
olduklarindan emin olduktan sonra tekrardan Nutrient Agar besi yerine ekimleri

yapilarak morfolojik tanilamalar1 yapilmigtir.
4.1 izolatlarin HPLC Analiz Sonuclar

Nutrient Agar ortaminda lireme gosteren 13 organizma tek tek mineral Salt
Medium besi yerinde 27°C’de karbon kaynagi olarak 2-Furanmetanetiyolii
kullanip kullanilmadigina bakilmistir. HPLC analizi sonucunda 11 organizmanin
2-Furanmetanetiyolii degrede etme yeteneginde oldugu saptanmistir. Ancak 6
izolat igin verilerin yetersiz olmasi, kolon safsizligi nedeniyle sonrasindan
calismadan ¢ikarilmistir. izolatlara ait 2-Furanmetanetiyoliin degradasyonuna ait
HPLC analiz sonuglar1 grafik 4.1,4.2 ,4.3,4.4 4.5 ve 4.6’da gosterilmistir.



53

_‘ﬁ'h_xn

Oh

o410
7554
8279
8830

o512

min

48h

Grafik

4.1 . izolat 2FAXDM  nin 2-furanmetanetiyolii Biyopar¢alanma Analiz Sonuglar

3k

168

Oh




54

. 72h

14170

17711

Grafik 4.2 izolat 2FAYE1K nin 2-furanmetanetiyolii Biyopargalanma Analiz Sonuglart

| Oh

50

30

20

p—

mAU | 2
i i
14
12|
10
I o
I
- e
1 g
8- I %
.
4]
2|
0|
T
o 2 4 6 8 10 12 14 16 mi

Grafik 4.3 izolat 2FAY A1N’nin 2-furanmetanetiyolii Biyopargalanma Analiz Sonuglar1



55

L

1130

2410

152|

Oh

1144

1453

1.773

842

14,150

72h

Grafik 4.4 izolat 2FAY A1S’nin 2-furanmetanetiyolii Biyopargalanma Analiz Sonuglar1

mAy |

70-|

156

Oh




56

- H 5
125 ] I
© §
2
75-| 1
5*: g
gt 2
| K N
L |
25
]
o 2 4 L] 8 10 1'2 14 16 mi

Grafik 4.5 izolat 2FAYE1S’nin 2-furanmetanetiyolii Biyoparcalanma Analiz Sonuglar

o] Oh

= 1 48h

Grafik 4.6 izolat 2FAXN’nin 2-furanmetanetiyolii Biyopargalanma Analiz Sonuglari




57

4.2 izolatlarin Mikroskobik ve Kiiltiirel Tanilamalar:

Izolatlarn &n tanilamalarmin yapilabilmesi igin kiiltiirel ve mikroskobik
Ozellikleri Tablo 4.1' de verilmistir. Analizlerle, elde edilen mikroorganizmalar
hakkinda genel bilgi alinmasi hedeflenmistir.
diistiniildiigi ve kesinlestikten sonra ileri tanilamalar1 dizileme analizleriyle

yapilmistir. Izolatlarin ayrica Gram boyama sonuglari mikroskobik gériintiileri

Parcalama etkinligi oldugu

Resim 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14'de gosterilmistir.

Tablo 4.1 izolatlarin Kiiltiirel ve Mikroskobik Ozellikleri

[zolatlar Hicre

2FAXN

(Aktif Cubuk
¢amur)

2FAYEL1K

(Yetiskin Cubuk
domuz
diskisi)

2FAYALS

omuz Uk

diskisi)

2FAYELS

(Yetiskin Cubuk
domuz
diskist)

2FAXDM

(Aktif Cubuk
camur)

2FAYAIN

(Yavru Cubuk
domuz

diskist)

morfolojisi

Koloni
pigmentasyonu

Sar1

Sar1

Seffaf

Sar1

Sar1

Beyaz

Koloni kokusu

Kokusuz

Kokusuz

Kokusuz

Kokusuz

Kokusuz

Kokusuz

Gram
reaksiyonu

Gram (-)

Gram (-)

Gram (-)

Gram (-)

Gram (-)

Gram (+)
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Resim 4.9 Izolat 2FAXN mikroskobik gorseli



Resim 4.10 izolat 2FAXDM mikroskobik gorseli



Resim 4.11 izolat 2FAYAIN mikroskobik gorseli
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Resim 4.12 izolat 2FAY A1S mikroskobik gorseli
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Resim 4.13 izolat 2FAYE1K mikroskobik gorseli

Resim 4.14 izolat 2FAYE1S mikroskobik gorseli

Resim 4.13 ve 4.14’deki 2FAYEIK ve 2FAYEILS izolatlarina ait

mikroskobik 6l¢iimler, program standardi hata verdigi i¢in 6l¢iilememistir.
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4.3 izole edilen Mikroorganizmalarin Molekiiler Tanilamalar
4.3.1 DNA izolasyonu ve saflik kontrolii

11 tane izolat, Roche High Pure PCR Template Preparation Kit kullanilarak
DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Genomik DNA 'larin saflik ve niikleik
asitleri ol¢timleri Tablo 4.2°de verilmistir. Bu genomik DNA 'larin tamamlanma

kontrolleri %1'lik agaroz jelde yapilmis ve Resim 4.15°de gosterilmistir.

Tablo 4.2 izolatlarin DNA ekstraksiyonu saflik durumlari ve konsantrasyonlari

2FAYELK 1,61 167,8
2FAYAIN 1,49 46,5
2FAYA1S 1,90 155,6
2FAYELS 1,82 25,6
2FAXN 1,92 23,6
2FAXDM 1,85 31,0

4.3.2 PCR iiriinleri DNA’larin saflik kontrolii

Saflik durumu dogrulanan DNA’lar universal primerlerle ¢ogaltilmis olup

elektrforezde yiiriitiiliip dogrulamalari1 yapilmistir (Resim 4.15).

Resim 4.15 PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisi
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4.3.3 PCR iiriinlerinin niikleotid dizilerinin belirlenmesi

Tez caligmasinda saflastirilmis olan izolatlar spesifik primerlerle ¢ogaltilmis
ve 16S rRNA’nin baz dizisi analizi Letgen Bioteknoloji tarafindan yapilmistir.
Verilerin tayini DNA Base Assembler programi ile dogrulanmistir. Tiir tayini Gen
Bankas: internet sayfasinda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) bulunan
diger dizilerle ayn1 olma oranlarn karsilastirilarak incelenmis ve sonuglar her

mikroorganizma igin sirayla verilmistir.

Letgen Biyoteknoloji’ye gonderilen PCR iirlinleri yaklasik 1500 bp
biiyiikliigiindedirler. En uzun dizileme olabilmesi hedeflenmis olup, analizleri iki
farkli primer (11F ve 1492R) kullanilarak yaptirilmistir. Tayine gonderilmis olan
laboratuvardan herhangi bir isleme ugramamis DNA dizi sonuglar1 gonderilmistir.
Tiim mikroorganizmalarin gonderilen iki sonucun DNA Base Assembler programi
kullanilarak birlestirilerek her mikroorganizma icin tek bir sekans dizisi
olusturulmugtur. Uygun hale getirilen DNA dizileri Center for Biotechnology
Information (NCBI) Gen Bankasi’na (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
girilerek kayith diziler ile karsilastirilmis ve BLAST sonucu; izolat: 2FAYAIN
(%100) Bacillus toyonensis, izolat: 2FAYE1K (%100) Shewanella sp. ,izolat
2FAYALS: (%100) Myroides injenensis, izolat: 2FAYE1S: (%100) Pseudomonas
sp.,izolat: 2FAXN: (%100) Acinetobacter sp., izolat: 2FAXDM (%100) Proteus
vulgaris olarak belirlenmistir. Tim dizileme sonuglart 5'—3' yoniindedir.
Sonuglara gore verilen numaralar, Gen bankasina girilmis olan dizilerin accession
(kayit) numaralart olmaktadir. Mikroorganizmalara ait 16S rDNA’nin dizileri
Tablo, 4.3,4.4, 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8' da verilmistir.

Tablo 4.3 ON722381 numarali Genbank' a kayit ettirilen mikroorganizma
2FAYA1N: Bacillus toyonensis 16S r DNA dizilemesi

CAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATA
ACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCA
CTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC



65

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
ATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
AGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTG
GTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
AGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCT
CCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC

Tablo 4.4 ON722382 numarali Genbank' a kayit ettirilen mikroorganizma

2FAYELK: Shewanella sp. 16S r DNA dizilemesi

ACAAGGGAGTTTACTCCTGAGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAG
TAATGCCTAGGGATCTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACG
ACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGAGGGGACCTTCG
GGCCTTCCGCGATTGGATGAACCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGTTCTGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCC
GCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTAGGGAG
GAAAGGTTGCAGTTTAATAAACTGTAGCTGTGACGTTACCTACAGAAG
AAGGACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTC
CGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTG
TTAAGCGAGATGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTAGGAATAGCATTTCG
AACTGGCGAACTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCG
GAGTTTGGTGTCTTGAACACTGGGCTCTCAAGCTAACGCATTAAGTAG
ACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAGAATWCNSTAGAGATRGC
TTAGTGCCTTCGGGA
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Tablo 4.5 ON722384 numarali Genbank' a kayzt ettirilen mikroorganizma

2FAYA1LS: Myroides injenensis 16S r DNA dizilemesi

TAGCTTGCTATCTAGAGACCGGCGCACGGGTGAGTAACGCKTAT
GCAACCTACCTTATACAGGTGAATAGCCCGGAGAAAYTCGGATTAATG
CACCATGGTTTAATTKTGTGGCATCTCAWGATTAATAAAGATTTATCG
GTATAAGATGGGCATGCGTATCATTAGCTAGTTGGTGTGGTAACGGCA
TACCAAGGCAACGATGATTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCCCCCACA
CTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGG
AATATTGGTCAATGGAGGCAACTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGG
AAGAATGTCCTATGGATTGTAAACTGCTTTTGTACGGGAAGAAACATC
GCTACGTGTAGTGACTTGACGGTACCGTAAGAATAAGGATCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGA
ATTATTGGGTTTAAAGGGTTCGTAGGCGGTTTATTAAGTCAGTGGTGA
AATTTCTTAGCTTAACTAAGACACGGCCATTGATACTGGTAGACTTGA
ATAGTATGGAAGTAACTAGAATATGTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAG
ATATTACATGGAATACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTACGTACTTATT
GACGCTGATGAACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGCTGTTCGGTTTTCGGAC
TGAGTGGCTAAGCGAAAGTGATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGTTC
GCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCAGGGCTT
AAATGTAGATTGACGTATTTGGAAACAGATATTTCTTCGGACAATTTA
CAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTCAGGTT
AAGTCCTATAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTACCATC

Tablo 4.6 ON722396 numarali Genbank' a kayit ettirilen mikroorganizma

2FAYELS: Pseudomonas sp. 16S r DNA dizilemesi

CGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATAC
CTAGGAATCTGCCTGATAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTA
ATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGC
GCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGC
TCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCA
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GTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG
GCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGG
ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGA
GCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGC
TCATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAAT
CCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTT
CGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTT
ACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAG

Tablo 4.7 ON746569 numarali Genbank' a kayit ettirilen mikroorganizma

2FAXN: Acinetobacter sp. 16S r DNA dizilemesi

TGCTTCGGTAAYTGACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACTTA
GGAATCTGCCTATTAATGGGGGACAACATCTCGAAAGGGATGCTAATA
CCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGATCACTTGTGACCTTGCG
TTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCC
TACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGA
AGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTCCTG
TAGTTAATACCTACAGTGAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGG
CTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAA
TCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGA
TGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATACTGGGAAG
CTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCC
TAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGC
CTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
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ACCTGGTCTTGACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTT
CGGGAACTTACATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC

Tablo 4.8 ON746570 numarali Genbank' a kayit ettirilen mikroorganizma
2FAXDM: Proteus vulgaris 16S r DNA dizilemesi

TAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGG
TGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGA
AACGGTGGCTAATACCGCATGACGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCT
TCGGACCTTGCGCTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGT
GAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGG
GAGGAAGGTGATAAAGTTAATACCTTTATCAATTGACGTTACCCGCAG
AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG
TCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCAT
CTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG
CGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGAT
TTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAA
TCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAC
GCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATCCTTTAGAGATA
GAGGAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATCCTTTGTTGCC

4.3.4 Filogenetik aga¢ olusturulmasi

Gerekli baz dizileri temizlendikten sonra mikroorganizmalara ait 16S rDNA
dizileri Mega 7 programi’nda hizalanmistir. Sonrasinda ClustalW ile Maximum
Likelihood” metoduyla tiirlerin filogenetik agaci yapilandirilmistir ve Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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3lz.olat 2FAYE1S ON722396.1

O'g‘seudomonas putida strain ATCC 12633 NR 114479.1
'oé’seudomonas fluorescens strain CCM 2115 NR 115715.1

% :%clnelobacler baumannii stran DSM 30007 NR 1176771
Izolat 2FAXN ON746569.1

o |zolat 2FAYE1K ON722382.1

Escherichia coli JCM 20351 LC654892.1
001
¢ 'zolat 2FAXDM ON746570.1
0.00
0.07 | Proteus vulgaris stran MTCC 7305 KM055068.1

Bacillus subtilis strain DSM 10 NR 0275521

" ‘Bacillus toyonensis OU707432.1
izolat 2FAYATN ON722381.1

Qizolat 2FAYA1S ON722384.1

4.4 Biyodegradasyon Etkinligi en iyi olan izolatlarin 2-Furanmetanetiyolii

0.00
I Myroides injenensis M09-0166 NR 134774.1

Sekil 4.1 Izolatlari filogenetik agac goriintiisii

parcalama durumunun zamana bagh analizi

48.saatte degredasyon yapan 2FAXDM, 2FAYELS, 2FAXN ve 72.saatte

pargalama

yapan

2FAYEIK, 2FAYAIN, 2FAYAIS

degradasyonuna ait Grafik 4.7’ de goriilmektedir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Koku problemleri, kentlesme ve sanayilesmeyle beraber artan endiistriyel
tiretim yerleri; isleme tesisleri, atitk su aritma tesisleri, boya tesisleri, petrol
rafinerileri, kagit fabrikalari, boya tesisleri, plastik ve recine imalathaneleri,
hayvan ciftlikleri, kimya endistrileri yapilan yerlerden kaynakli giderek
artmaktadir. Bitkiler, hayvanlar ve insanlar i¢in saglik problemlerine neden olan
organik veya kimyasal kokulu bilesikler, canlilarin yasadig1 alanlar1 uygunsuz ve
verimsiz hale getirmektedir. Ekosisteme, 6zellikle hava kirliligine sebebiyet veren
kokulu bilesiklerle alakali calismalar giderek artmaktadir. Ugucu organik kiikiirtlii
bilesikler merkaptanlar ve merkaptanl bilesikler, kiiresel kiikiirt dongiisii ve sera
gazi iretimiyle dogrudan baglantilidir. Farkli habitatlarda, cesitli i¢ sularda yaygin
otrofikasyon ve iklim degisikligiyle beraber organik agidan yogun olan sucul

kiitlelerde igme suyu kaynaklariyla baglantili hale gelmistir.

Kokulu bilesiklerin ve tiyollerin uzaklatirilmasi veya islenmesi igin
kimyasal, fiziksel ve biyolojik aritma yontemleri kullanilmaktadir.
Mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu meydana gelen organik
bilesiklerin dogal ayrisma siireclerine dayanan biyolojik gaz aritma yontemleri,
ekonomi, ekolojik saflik, ikincil kirleticilerin olmamasi, dogada dogal olarak
meydana gelen siireglerin kullanilmas1 ve kirliligin giderilmesinde yiiksek
verimlilik olmasi agisindan son derece dnemli hale gelmistir (Kasperczyk et al.,
2019). Yapilan tez ¢alismasinda izole edilen mikroorganizmalarin ¢evresel kirlilik
etmeni olan tiyollii bilesigi biyopargalanmasindaki etkinliklerinin o6lg¢iilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla tiyollii bilesik igerdigi diisliniilen 6nceden alinmis olan
aktif camur Ornegi, yavru ve yetiskin domuz diskist Orneklerinden 2-
Furanmetanetiyolii biyoparcalama yeteneginde olan toplam 11 tiiriin saflagtirma
islemleri yapilarak tanilanarak 2furanmetanetiyolii metobolizme edebilme
etkinlikleri Ol¢ililmiistiir. 11 izolatin 5 tanesi verilerin yetersiz olmasi, HPLC
analizleri sirasinda alikonma siirelerinin kaymasi, kolon safsizligi sebebiyle

calismadan ¢ikarilmstir.

2-Furanmetanetiyolii tek bir karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilen 6
izolat, 27 °C’de inkiibasyonu sirasinda Mineral Salt Medium ortamindaki 185 mg

It konsantrasyonunda degrede edebildigi saptanmaistir.

Izolat 2FAXDM, 2FAYEI1S, 2FAXN metonelde ¢dzdiiriilmiis olan 2-
Furanmetanetiyolii 48 saatte %100’e yakin pargalarken, 2FAYEI1K, 2FAYAIN,
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2FAYAIS izolatlarmin 72 saatte %100’e yakin parcalama etkinliklerinin oldugu
goriilmiistiir. 72 saatte parcalama yapan 3 izolat i¢in muhtemelen 2-
Furanmetanetiyoliin toksik etkisinden veya organizmalarin ortama aklimasyon

siirecinin uzamasindan kaynakli 72saatte pargalama yaptig1 diistiniilmektedir.

Calismamizda literatiirden farkli olarak tiyolli bir bilesik olan 2-
Furanmetanetiyol diger tiyollii bilesikler arasinda ilk defa kullanilmistir. Bu
bilesigin secilmesinin nedeni Ozellikle kiigiikbas ve biiylikbas hayvan
ciftliklerinde var olabilecek tiyolli bilesiklerin tamamen parcalanmasi
diisiiniilmesindendir. Ilk defa kullanilan 2-Furanmetanetiyol bilesigi, yontem ve
kimyasal olarak literatiirdeki farkli tiyollii bilesiklerin pargalamasiyla

kiyaslanmaistir.

Yapilan bir ¢alismada saf bir Ralstonia eutropha kiiltiirii kullanilarak 115 ila
320 mg/m3 (0.115 ppm ve 0.32 ppm) arasinda degisen cesitli baslangic
konsantrasyonlarinda etan tiyol 120 ~ 168 saat icinde neredeyse tamamen
parcalanirken, 452 mg/m3'a (0.452 ppm) kadar daha yiiksek konsantrasyonlarda,
parcalama verimliliginin diistiigi gozlenmistir ve GC-MS yontemiyle olusan
kimyasallar tayin edilmistir (Sedighi et al., 2013). Bu ¢alismanin bulgulari,
Ralstonia eutropha ve Pseudomonas sp.’nin benzer mekanizmayla etantiyolii
parcaladigini ve stilfata kadar pargalayabilecegini Onermistir (Barreiros et.al,
2008, Sedighi et al.,2013). Bu tez ¢alismasimi o6zgiin kilan, yapilan yontemin
HPLC olmasi ve izolatlarimizdan biri olan Pseudomonas sp. ‘nin 48 saatin
sonunda ve daha yiiksek konsantrasyondaki 2-Furanmetanetiyolii %100’e yakin

parcalayabilme etkinliklerinin olmasidir.

Yapilan bagka bir literatiir ¢alismasinda Thiobacillus thioparus (DSMZ
5368) ° un metantiyolii parcalama etkinligi yar1 kesikli bir biyoreaktorde (8.51
mM) ve en diisiik (0.53 mM) metantiyol konsantrasyonlarinda yaklagik 300
dakika sonunda metantiyoliin biyolojik olarak uzaklastirilmasi sirasiyla yaklagik
%89 ve %94'e ulasmistir (Kiumars Badra et al.,2014). Calismadaki verim yiiksek
sayilsa da metantiyol konsantrasyonuna baktigimiz zaman yaptigimiz ¢alisma elde
ettigimiz izolatlar ve kimyasali parcalamalar1 bakimindan tiyol biyodegredasyonu

acisindan gelecek i¢in umut vaat etmektedir.

Yapilan tiim ¢alismalarda gozlenen ortak bir sonug vardir kullanilan tiyollii
bilesiklerin konsantrasyon miktar1 arttikca mikroorganizmalarin biyo parcalama

verimlilikleri diismektedir. Bunun sebebi tiyollerin, mikroorganizmalarin
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metabolik yol izlerini inhibe etmeleri veya ortam igerindeki adaptasyonlarini

diisirmelerinden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Yaptigimiz c¢alismay1 literatiirdeki g¢alismalara gore farkli kilan HPLC
analizleriyle degredasyona bakmak olmustur. Bunun dezavantaji hem
uygulamanin zamani agisindan hem de olusan ara ve son iriin tayinini igin her
kimyasala uygun standart olusturma zamaninin kisithh olmasi agisindan
literatiirdeki  diger caligmalara gore yetersiz kalmistir. Kullanilan = 2-
Furanmetanetiyol literatlir taramasi yapildiginda diger tiyollii bilesiklere gore hig
calisilmayan bir kimyasal olmaktadir. Kimyasalin uguculugunun ve toksisitesinin
fazla olmasi, izolatlarin Mineral Salt Medium ortaminda bu kimyasala

aklimasyonu agisindan uygulamayi zorlastiran kisimlarindan biri olmustur.

Literatiirler tarandiginda c¢alismada elde etti§imiz izolatlarimizin bir
kisminin tiyol degredasyonu amaciyla daha once kullanilmadigi goriilmektedir.
Bu organizmalar Bacillus toyonensis, Shewanella sp. , Myroides injenensis,

Acinetobacter sp. , Proteus vulgaris’ tir.

Grafik 4.1, 4.2, 43, 44, 45 ve 4.6°da 2-Furanmetanetiyoliin
biyodegradasyon grafiginde alikonma zamani disinda izolatlarin farkli bir
metaboliti de olusturdugu kontrol grubuyla karsilastirdigimizda, 15 kat azalttig
goriilmistiir. Bu durum diger caligsmalara gére bu calismayr 6zgiin kilmaktadir.
HPLC analizi 2-Furanmetanetiyol i¢in olusturulan standart egri diginda farkli bir
kimyasal i¢in kisitli zaman oldugu ve standart egri olusturulmadigi i¢in olusan
metabolit tespit edilememistir.

Elde ettigimiz izolatlar1 ilerleyen donemlerde c¢evrede kokuya sebebiyet
veren bir¢cok habibatta denemesinin yapilabilecegi diisiincesinde olmaktayiaz. Bu
calismamizin sonunda endiistriyel {retimin yapildigi, insanlarin yasadiklar
alanlara yakin bolgelerdeki sucul yerler, sanayiide atiklarin bulundugu tim
alanlarda kullanilabilecek konsorsiyum iiriinleri olarak degerlendirilebilecegi
diisiincesinde olmaktayiz. Ayni1 zamanda ekotoksikolojik ¢aligmalarla beraber
onciil olan bu tez calismasinin daha kapsamli calisilabilecegi diisiincesinde
olmaktayiz.
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