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OZET

YUKSEK LISANS TEZI
TRIKLOKARBANIN MiKROBIYAL DEGRADASYONU
Ziya ALJOUJA
Damisman: Prof. Dr. Hakan OZKAN

Amac: Atiksularda siklikla tespit edilen, farmasotik ve kisisel bakim tirtinlerinden (PPCP’ler)
biri olan triklokarbanin (TCC) biyodegradasyonunu en iyi sekilde gergeklestirebilen yeni, yerel
mikroorganizma tiirlerinin taranmasi ve kesfedilmesi, se¢ilen mikroorganizma ile olusturulacak
biyoremediasyon ortamimin optimizasyonu ile TCC degradasyonunun arttirilmasi
amaglanmstir.

Yontem: Erzurum ilinde bulunan belediye atiksu aritma tesisinden alinan aktif ¢amur
numunelerinden, triklokarban: karbon kaynagi olarak kullanabilen ve TCC’li ortamda
biiyiiyebilen mikroorganizmalar izole edildi ve alt kiiltiire alinarak saflastirildi. Saflagtirilan
izolatlarin inokiile edildigi degredasyon besiyerleri hazirlandi ve en yliksek degredasyon
yetenegine sahip olan ZA10 kodlu kiif izolati ¢aligmanin sonraki basamaklart i¢in secildi.
Secilen ZA 10 kodlu kiif izolat1 18S rRNA dizi analizi kullanilarak identifiye edildi. Ardindan
tek karbon kaynagi olarak TCC’nin katildig1r mineral tuz ortamlari (MSM) hazirland1 ve bu
ortam i¢in ¢esitli parametreler (pH, sicaklik, TCC konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi)
optimize edilerek degredasyon verimi arttirildi. Triklokarbanin par¢alanma sonrasi ortaya ¢ikan
dontigiim triinleri GC-MS ile analiz edildi. TCC'nin degradasyonunda rol oynayan mangan
peroksidaz (MnP) ve lakkaz (LAC) enzim aktiviteleri belirlendi.

Bulgular: Erzurum ilindeki belediye atiksu aritma tesisinden alinan ve zenginlestirme
kiiltirinde kullanilan aktif ¢camur numunesinden triklokarbani degrade etme potansiyeline
sahip olan 5 farkl: kiif izolat1 elde edildi. Yiiksek parcalama yetenekleri agisindan test edilen
bu izolatlar arasindan, digerlerine oranla daha yiiksek degradasyon gosteren ZA10 kodlu izolat
ileri galismalar igin segildi. ZA10 kodlu kiif izolat1 18S rRNA dizi analizine gore Penicillium
crustosum olarak tanilandi. Ardindan mevcut izolatin TCC pargalama yeteneginin en yliksek
oldugu ortam kosullar1 arastirildi ve optimal kosullar; pH: 5, sicaklik: 30°C, TCC
konsantrasyonu: 10 mg/L ve 7 giinliik inkiibasyon siiresi olarak belirlendi. ZA10 susunun
optimal parametrelerde TCC'yi 3,4-dikloroanilin ve 4-kloroanilin ana metabolitlerine
ayristirdigi ve % 88 oraninda degredasyon sagladigi tespit edildi.

Sonug¢: Erzurum ilindeki belediye atiksu aritma tesisinden alinan aktif camur numunelerinden
izole edilen ve Penicillium crustosum olarak tanilan yerel izolatin, antimikrobiyal bir ajan olan
ve atiksularda siklikla rastlanmasi sebebiyle tehlike arz eden triklokarbani, 10mg/L’lik
konsantrasyonda, belirlenen optimal kosullarda %88’e kadar degrade edebildigi ortaya
konuldu.

Yapilan bu tez caligmasi ile; diinyada onemli kirlilik sorunlarindan biri haline gelen
triklokarbanin mikrobiyal degradasyon yontemi ile ortadan kaldiriimasinda kullanilabilecek
yeni, yerel bir mikroorganizma kesfedildi ve bu mikroorganizma ile uygulanabilecek ileri
diizeyli biyoremediasyon yontemi gelistirme konusunda ilk adim atilarak, bu konu tizerinde
yapilacak diger calismalara zemin hazirlandu.

Anahtar Kelimeler: Atiksu, PPCP, antimikrobiyal ajan, triklokarban, biyodegradasyon.
2024, 75 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS
Microbial Degradation of Triclocarban
Ziya ALJOUJA
Supervisor: Prof. Dr. Hakan OZKAN

Purpose: It is aimed to screen and discover new, local microorganism species that can best
biodegrade triclocarban (TCC), one of the pharmaceutical and personal care products (PPCPs)
frequently detected in wastewater, and to increase TCC degradation by optimizing the
bioremediation environment to be created with the selected microorganism.

Method: Microorganisms that can use triclocarban as a carbon source and grow in TCC
medium were isolated from activated sludge samples taken from the municipal wastewater
treatment plant in Erzurum province and purified by subculture. The degradation media in
which the purified isolates were inoculated were prepared and the mold isolate ZA10 with the
highest degradation ability was selected for the next steps of the study. The selected mold
isolate ZA10 was identified using 18S rRNA sequence analysis. Then, mineral salt media
(MSM) with TCC as the sole carbon source was prepared and various parameters (pH,
temperature, TCC concentration and incubation time) were optimized to increase the
degradation efficiency. The transformation products of triclocarban after degradation were
analyzed by GC-MS. Manganese peroxidase (MnP) and laccase (LAC) enzyme activities
involved in the degradation of TCC were determined.

Findings: 5 different mold isolates with the potential to degrade triclocarban were obtained
from the activated sludge sample taken from the municipal wastewater treatment plant in
Erzurum province and used in enrichment culture. Among these isolates tested for their high
degradation abilities, the isolate ZA10, which showed higher degradation compared to the
others, was selected for further studies. The mold isolate ZA10 was identified as Penicillium
crustosum according to 18S rRNA sequence analysis. Then, the environmental conditions under
which the TCC degrading ability of the current isolate was highest were investigated and the
optimal conditions were; pH: 5, temperature: 30°C, TCC concentration: 10 mg/L and
incubation period of 7 days. It was determined that ZA10 strain degraded TCC to 3,4-
dichloroaniline and 4-chloroaniline main metabolites and achieved 88% degradation at optimal
parameters.

Results: The local isolate, identified as Penicillium crustosum, isolated from activated sludge
samples taken from a municipal wastewater treatment plant in Erzurum province, was
determined to be able to degrade triclocarban, which is an antimicrobial agent and poses a
danger due to its frequent occurrence in wastewater, up to 88% under optimal conditions at a
concentration of 10mg/L.

With this thesis study, a new, local microorganism that can be used to degrade triclocarban,
which has become one of the major pollution problems in the world, by microbial degradation
method was discovered and the first step was taken in developing an advanced bioremediation
method that can be applied with this microorganism, and the ground has been prepared for
further studies on this field.

Keywords: Wastewater, PPCP, antimicrobial agent, triclocarban, biodegradation.
2024, 75 pages
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GIRIS

Farmasaotiklerin ve kigisel bakim iirtinlerinin yogun kullanimi, sularla ilgili ciddi endiseleri de
beraberinde getirmistir. Artan diinya niifusu ve degisen yasam tarzlari, PPCP'lere yonelik asir1
bir talebe yol agmis, ve bunlarin asir1 iiretimi ve kullanimi, en sonunda PPCP'lerin en biiyiik
havuzu olan atiksu aritma tesislerine (AAT'ler) bosaltilmasiyla sonuglanmaktadir (Kumar et al.
2020). Su ortamimna ve insan sagligina yonelik olasi tehditleri yiiziinden, PPCP'leri son
zamanlarda yeni ortaya ¢ikan kirleticiler olarak daha fazla dikkat ¢ekmektedir. Cesitli organik
bilesikler igerirler (metabolitleri ve doniigiim tirtlinleriyle birlikte) bunlar; farmasotik ilaglar ve
yiiksek miktarlarda kullanilan sabunlar, dis macunlari, losyonlar, giines kremleri, kokular vb.
Son yillarda yogun caligmalarla 6nemli bir organik kirletici grubu olan PPCP'lerin diinya
capinda su ortaminda yaygin olarak bulundugu tespit edilmistir (Liu and Wong 2013), bu
kirleticiler siirekli olarak ¢evreye bosaltilan bir grup organik kirletici maddedir (Chopra and
Kumar 2018). Toksik ve direngli performanslar1 nedeniyle geleneksel atik su aritma tesisleri
tarafindan etkili bir sekilde giderilemedikleri i¢in ¢evrede her yerde bulunur hale gelmektedirler
(Wang and Wang 2016). Refrakter ozelliklerinden dolayi, PPCP'ler atiksu aritma tesisleri
tarafindan verimli bir sekilde par¢alanmadigi i¢in, PPCP ve yan iiriinleri, AAT'lerden desarj
edilen aritilmis su ile birlikte alic1 su kiitlelerine ulasmaktadir (Khan et al. 2019; Kumar et al.
2020).

Farmasotik ve kisisel bakim tirtinler su ortamina girme yollar1 cogunlukla hastane veya belediye
atik su desarjlari, kanalizasyon aritma tesisi atik sulari yoluyla girmekte ve atik sularda, yiizey
sularinda ve hatta igme sularinda bile tespit edilmektedirler (Yu et al. 2013). Evsel atik sularin
yaklasik ylizde 80'1, gelismekte olan iilkelerde 6n aritma yapilmadan dogrudan yiizeysel su
kaynaklarina verilmektedir. Kirlenen su kiitleleri, gida dongiisii, su temini ve rekreasyonel
degerler gibi, ekosistemdeki onemli rollerinden birgogunu kaybetmistir (Bi et al. 2019). Buna
ek olarak, diisiik su kalitesi diinya ¢apinda hastaliklara neden olan bir sorundur ve giivenli
olmayan i¢me suyundan kaynaklanan gastrointestinal hastaliklar nedeniyle yilda 800,000'den
fazla 6liim kaydedilmistir (Bi et al. 2019). I¢cme suyunun giivenilir olup olmadigi, su
kiitlelerindeki mikrokirleticilerin miktar1 ve varligiyla iligkilidir. Mikrokirleticiler birgok ¢esitli
siniflardan olusur; kisisel bakim iiriinleri, farmasoétikler, ylizey aktif maddeler, endiistriyel
kimyasallar ve pestisitler gibi. Giderilmelerinin zorlugunun yani sira, ndrotoksisite, gelisimsel

ve lireme toksisitesi ve metabolik etkilesime kadar uzanabilen olumsuz saglik etkileri nedeniyle



su kaynaklarinda mikrokirleticilerin olusumu igme suyunun giivenligi i¢in kritik bir sorun

haline gelmistir (Al-Baldawi et al. 2021).

Calismalar, bu farmasotik ve kisisel bakim {iriinlerinin su ortamindaki konsantrasyonlarinin
ng/L ile pg/L arasinda degistigini ve insan saglig1 ve su yasamu i¢in ciddi riskler olugturdugunu
gostermektedir. Bu olas1 risklerin i¢inde endokrin bozuklugundan kaynaklanan olumsuz
degisiklikler, akut ve kronik toksisite ve antibiyotik diren¢ genlerinin ortaya g¢ikmasi
sayilabilmektedir (Rahman et al. 2009; Kumar et al. 2020). Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Ajansi yaptiklari tanimina gore farmasétikler ve kisisel bakim tirlinler; tarim enddistrisi
tarafindan ¢iftlik hayvanlarinin biiylimesini veya saghigini desteklemek i¢in kullanilan veya
bireyler tarafindan kisisel saglik veya kozmetik amaglarla kullanilan herhangi bir madde olarak
tanimlamaktadir. Bu kirletici sinifi binlerce farkli bilesikten olusmaktadir (Cizmas et al. 2015;
Al-Baldawi et al. 2021).

Son zamanlarda, PPCP'leri de igeren mikrokirleticiler, toksisiteleri ve hiicrelerdeki kaliciliklari
nedeniyle artan ilgi gérmektedir. farmasotik ve kisisel bakim tirtinlerini uzun siire kullanimi ve
onlara uzun siireligine maruz kalmak hem insan sagligini hem de su ortamini olumsuz
etkileyebilirler. PPCP'ler, uygun olmayan sekilde imha edilme ve diiretim tesislerinden
bosaltilma gibi c¢esitli yollarla ¢evreye salinir ve daha sonra su kiitlelerindeki PPCP'lerin ana
kaynagi olarak kabul edilen kanalizasyon aritma tesislerine ulasir (Li et al. 2019). Bu tiir
kimyasallar1 igeren geri kazanilmis su ve ¢amur uygulamalarinin ¢evresel risklerini azaltmak
icin, bunlarin degradasyonu ve sorpsiyonunun incelenmesi 6nemlidir (de Jongh et al. 2012; Yu
etal. 2013). Atik sularda ve biyokatilarda tespit edilen yaygin PPCP'ler arasinda antimikrobiyal
ajan triklokarban (3-(4-klorofenil)-1-(3,4-diklorofenil) iire (TCC) yer alir (Lozano et al. 2013,
Thelusmond et al. 2018).

Triklokarban (TCC, 3,4,4'-triklorokarbanilid), TCC yiiksek hacimli bir kimyasaldir, 1957'den
beri plastiklerde, tekstillerde, dis macunu, sabun ve yara dezenfektanlarinda, kozmetik dahil
kisisel bakim iriinlerinde yaygin olarak kullanilmakta olan, poliklorlu aromatik bir
antibakteriyel maddedir. Erisilebilir tiretim miktarlar1 farklilik gostermektedir; yillik kiiresel
tiretimi yaklasik 0,0006 - 10.000 ton arasinda degismektedir (Wang et al. 2022). Hidrofobik
yapisindan dolay1 biyokatilarda 2900 ila 51.000 ngg? arasinda degisen yiiksek TCC
konsantrasyonlari tespit edilmistir (Cha and Cupples 2009).

TCC, olas1 antimikrobiyal dirence yol agabileceginden insan sagligi ve c¢evre giivenligi i¢in
onemli bir tehdit olusturabilir ve mahsullerde, alglerde ve baliklarda birikebilir ve besin zinciri

yoluyla insan viicudunda birikmesi halinde hamile kadin ve fetiis i¢in olumsuz sonuglar



yaratabilir. (Halden and Paull. 2005 ; Wang et al. 2022). TCC ile iliskili karbanilidler ve fenil
tire pestisitleri gibi yaygin kirleticiler i¢in daha etkili aritma stratejileri gelistirmek i¢in, bu
bilesikler ve atik su mikroorganizmalar1 arasindaki etkilesimlerin daha iyi anlagilmasi
gerekmektedir. (Miller et al. 2010). TCC'nin mikrobiyolojik bozunmasi ve doniisiimii, yiiksek
verimlilik ve c¢evre dostu Ozelliklerinden dolayr Fiziksel ve kimyasal tekniklerle
karsilastirildiginda, TCC'nin mikrobiyolojik bozunmasi ¢esitli avantajlara sahiptir. Bununla
birlikte, TCC'nin direncliligi ve antimikrobiyal 6zellikleri goz oniine alindiginda, TCC'yi etkili

bir sekilde bozan mikrobiyal tiirler tizerindeki arastirmalar sinirlidir (Li et al. 2022).

Tez caligmasmin temel amaci, atik sulardaki TCC'nin giderilmesi i¢in yeni bir biyolojik
bozunma ajani elde etmektir. Bu dogrultuda benimsenen yaklasim (1) Tiirkiye/Erzurum ilinde
bulunan Belediye Atiksu Aritma Tesisinden alinan aktif ¢amur numunelerinden TCC
parcalayan mikroorganizmalarin izolasyonu ve tanimlanmasini igermektedir. Aktif ¢camurdan
izole edilen kiif susu, 18S rRNA gen dizisi analizi ile tanimlandi, (2) Deneysel kosullar, TCC
bozunmasini arttirmak ve kiiflerin aktif biiyiimesini kolaylagtirmak igin optimize edildi, (3)
TCC'nin ara {riinlere doniisiimiiniin GC-MS ile tanimlanmasi, HPLC ile degradasyon yiizdesi
ve olas1 biyolojik bozunma yollarinin aydinlatilmasi rapor edilmistir. Ayrica, TCCnin
biyodegradasyonunda anahtar enzimlerin analizleri yapildi ve rapor edildi. Calismamiz ile,
diinyada 6nemli kirlilik sorunlarindan biri haline gelen Triklokarbanin mikrobiyal degradasyon
yontemi ile ortadan kaldirilmasinda kullanilabilecek yeni mikroorganizma kesfi, bu
mikroorganizma ile uygulamalar gelistirilmesi konularinda adim atilmis olacak ve bu konu

tizerinde yapilacak diger ¢alismalara zemin hazirlanmis olacaktir.



KURAMSAL TEMELLER

Farmasotikler ve kisisel bakim iiriinleri (PPCP'ler)

Su ortamlarinda varligini siirdiirmeleri nedeniyle, farmasoétikler ve kisisel bakim
tirtinleri (PPCP'ler) giderek artan bir endise kaynagi teskil eden kirleticilerdir. "PPCP’ler" terimi
genel olarak insanlar ve/veya hayvanlar i¢in saglik, tibbi veya kozmetik amagli kullanilan gesitli
trtinleri ifade eder. PPCP'ler; evsel atik su, su aritma tesisleri (AAT'ler), iireticilerin uygun
olmayan sekilde bertaraf etmesi, kanalizasyon aritma tesisleri ve hastane desarjlar1 gibi birgok
yolla su ortamlarina salinmaktadir (Leung et al. 2012; Liu and Wong 2013). Evsel atik su ile
karsilastirildiginda hastane atik sularinda genellikle hem daha sik hem de daha yiiksek
konsantrasyonda karsilasilmaktadir. Atilan PPCP'ler ya orijinal konsantrasyonlarini ve
yapilarini koruyabilir ya da sudaki matrislerdeki yasamlar1 boyunca harekete gecirilip diger
aktif (veya aktif olmayan) bilesiklere doniistiiriilebilirler (Yang Y. et al. 2017). Farmasotik ve
kisisel bakim driinlerinin kapsamli uygulamalar1 (sanayi, tip, su triinleri yetistiriciligi,
hayvancilik ve insanlarin giinliik yasami gibi bir¢ok alanda) ve biyolojik atik su aritma tesisleri
tarafindan giderilmelerinin zorlugu nedeniyle ¢cevrede yaygin hale gelmiglerdir. Farkli kullanim

amagclarina gore ¢esitli siniflara ayrilabilirler (Daughton and Ternes 1999).

Farmasotiklerin ¢ogu suda ¢ozilinebilir olarak tasarlanmistir, ¢iinkii bu ortamda
calistiklar1 varsayilir, bu da onlar1 pestisitler ve patlayicilar gibi geleneksel organik
kirleticilerden ayirir. Bu maddeler ¢evreye ulasmadan Once insanlarin veya hayvanlarin
sindirim sisteminden gecerek 6zel bir biyolojik ortama ve biyokimyasal metabolizmaya maruz
kalir, ekosisteme degistirilmis ve stabilize edilmis bir bicimde ulasir. Degismeden kalan
farmasoétikler genellikle ekosistemlerde doniisiime veya biyolojik bozunmaya kars1 direnglidir
(Al-Baldawi et al. 2021). PPCP'lerin siirekli salinimi, antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasina
ek olarak kanserojen veya teratojenik ve endokrin bozucu etkiler de dahil olmak {izere
genellikle insanlar ve su topluluklari {izerinde uzun vadeli toksisiteyle iligkili bir dizi bireysel,
sinerjistik veya antagonistik etkiye yol agabilir (Sutar et al. 2019). Ila¢ kalintilarinin neden
oldugu kirlilik, ¢esitli ilkeler tarafindan c¢evreye yonelik gercek bir tehdit olarak
nitelendirilmistir, ancak ne yazik ki bugiine kadar endiistriyel tesislerden ve AAT'lerden
ekosisteme atik desarjlar1 i¢in bu toksik bilesiklerin diizenleyici seviyeleri belirlenmemistir

(Shetty and Gupta 2019; Al-Baldawi et al. 2021).

1993 yilinda PPCP'lerin diinya ¢apindaki {iretimi 1 x 108 tonun iizerindeyken, 2015’ten
sonra yillik iiretimi 2 x 107 tonun iizerine ¢ikmus, iistelik bu iiretim, PPCP'lerin hastaliklari

Onleme veya iyilestirme, su {iriinleri yetistiriciligi ve hayvancilik gibi ekonomik kalkinmanin
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stirdiiriilmesindeki yiiksek talepleri nedeniyle hala artmaktadir (Richardson et al. 2005, Wang
and Wang 2016). Farmasoétik ve kisisel bakim iirtinlerinin ¢evredeki akibeti, iki ana nedenden
dolayr kiiresel olarak dikkat c¢ekmektedir. Bunun bir nedeni, yaygin kullanimlarindan
kaynaklanan PPCP'lerin ¢evrede her yerde bulunmasidir; diger neden ise insanlarin PPCP'leri

iz diizeyinde tespit etmesini saglayan analitik teknolojideki ilerlemedir (Wang and Wang 2016).

PPCP'lerin cevreye girme sekli
PPCP'ler dogrudan ve dolayli yollarla ¢evreye verilebilir. PPCP'lerin ¢evreye girme sekli
Mompelat ve ark. tarafindan incelenmistir (Mompelat et al. 2009). PPCP'ler endiistriler,
hastaneler, evler ve atik su aritma tesisleri tarafindan dogrudan yiizey suyuna desarj yoluyla ve
li¢ veya banka filtrasyonu yoluyla yeralti suyuna ulasabilen biyokatilarin tarim arazilerine
yayilmasi durumunda arazi akisi yoluyla yiizey suyuna girebilir. Yiizey suyu bélmesinde tortu,
cesitli baglanma bolgelerine sahip oldugundan PPCP'leri adsorbe edebilir (Wang and Wang
2016). Toprak ayn1 zamanda farmasétik ve kisisel bakim ftiriinleri i¢in de bir depo olabilir. Bu
tirtinleri igeren, aritilmig veya aritilmamais atik su ile sulama yoluyla topraga aktarilabilir, ve bu

tirtinlerin bazilar1 da atmosferik 1slak birikim yoluyla topraga gegebilir (Wang and Wang 2016).

Atik sularda PPCP'lerin varh@
Atik su aritma tesislerinden ¢ikan atik sular diinyanin bir¢ok bolgesinde; tarim, peyzaj sulama,
asir1 c¢ekilen akiferlere yeraltt suyu beslemesi vb. dahil olmak iizere ¢esitli amaclarla yaygin
olarak kullamilmaktadir. 2006 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri'nde tahminen 9,8 x 106 m?
d! antilmis belediye atik suyu (iiretilen toplamin yaklasik %7-8') yeniden kullanilmustir.
Ancak aritilmis atik suyun yeniden kullaniminin faydalarinin yani sira, insanlarin atik sudan
kaynaklanan organik Kirleticilerden kaynaklanan olumsuz etkilerle yiizlesmesi gibi
olumsuzluklar da bulunmaktadir. PPCP'ler gibi ortaya ¢ikan bazi organik kirleticilerin atik
sularda mevcut oldugu rapor edilmektedir. Bu kirleticiler, atik sularda eser diizeylerde de olsa,
uzun siireli sulama yapilmasi durumunda muhtemelen toprakta birikecek ve bu da yeraltt
sularinin kirlenme riski dahil ¢esitli ¢evresel sorunlara yol agabilecektir. Bu bakimdan, 1slah
edilmis atik su ile sulama yapilan tarim topraklarinda atik su kaynakli kirleticilerin akibeti,
ozellikle kaliciliginin ve adsorpsiyon kapasitesinin arastirilmasini gerektirmektedir. (Xu et al.

2009; Xu and J. W. 2009).

PPCP’lerin sudaki konsantrasyonlari
Gegtigimiz on yilda, analitik teknoloji ve araglarin gelisimi, farkli ortamlarda eser diizeydeki
bilesiklerin tespit ve analiz yeteneklerini gelistirmistir. Cesitli ¢cevresel ortamlarda mevcut
olabilen, ekosistem ve insan sagligi iizerinde potansiyel olumsuz etkilere sahip PPCP

konsantrasyonlarini bildiren ¢esitli ¢aligmalarla kanalizasyondaki konsantrasyonlarin ng/L ile
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ug/L arasinda degismekte oldugunu gostermistir (Ren et al. 2021). Farkli galismalar
PPCP'lerin; yiizey sularinda ng/L'den pg/L'ye kadar degisen konsantrasyonlarda, (Calamari et
al. 2003; Roberts et al. 2016), yeralt1 sularinda ng/L ile mg/L, sedimentte ve toprakta ise ug/kg

konsantrasyon seviyelerine ulasabildigini gostermistir (Wang and Wang 2016).

PPCP kategorileri

PPCP'ler genellikle tiriiniin tiikketim amacina, daha sonra bireysel olarak bilesenlerine
ve Ozelliklerine gore cesitli gruplara ayrilabilir. Farmasoétik tiriinler temel olarak hem regeteli
hem de regetesiz ilaclari, veterinerlik ilaglarini, yasa disi ilaglar1 ve bunlara ilaveten gesitli
metabolitleri ve konjugatlart igermektedir. Yaklasik 3000 maddenin farmasétik bilesen olarak
kullanildig1 tahmin edilmektedir (Rodriguez-Narvaez et al. 2017; Al-Baldawi et al. 2021).
Patojenik bakterilerin biiyiimesini engellemek i¢in antibiyotikler kullanilir. Steroid olmayan
antiinflamatuar ilaglar ates diisiiriicii, analjezik ve antiinflamatuar etkilere sahip bilesikler igerir
ve siklikla recetesiz temin edilebilirler (Dey et al. 2019). Hormonlar organizmalarda biiyiimeyi
ve fiziksel gelismeyi diizenleyen, insanlar ve hayvanlar tarafindan dogal olarak ifade edilebilen
(0strojen gibi) (Dey et al. 2019) ve burada aslinda farmasoétik olarak kabul edilmezken,
endiistriyel olarak da iiretilebilen farmasétiklerdir (6rnegin etinilestradiol) (Al-Baldawi et al.
2021).

Insanlarin yasam kosullarini iyilestirmek amaciyla kullanilan ve pazarlanan tiim
kimyasallar, kisisel bakim iirtinleri (PCP'ler) kategorisine girmektedir. Agiz hijyeni tirtinlerini,
sampuanlari, sa¢ boyalarin1 makyaj iiriinlerini, sa¢ spreylerini, parfiimleri, deodorantlari, giines
koruyucu kremleri, viicut losyonlarimi ve ¢esitli kremleri iceren PCP'ler temel olarak;
dezenfektanlar, bocek kovucular, kokular, koruyucular, giines 15181 UV filtreleri gibi alt
kategorilere ayrilir. Bu ftriinler oncelikle biyokimyasal degisikliklere neden olmadan kisisel
hijyeni korumanin yani sira tat, koku, goriinim ve dokunma duyularmi gelistirmek i¢in
kullanilir. Kisisel bakim {iriinleri flavonoidler ve renklendirici maddeler gibi gida katki
maddeleri ve takviyeleri de icerir (Dey et al. 2019). Bu bilesiklerin kentsel yiizeysel akis ve
yeralti sularindaki konsantrasyonlar1 son yillarda onemli Olc¢lide artmistir. Bu iiriinlerin
iretiminde kullanilan baglica bilesikler arasinda sunlar yer almaktadir: Atik sularda siklikla
izlenen antimikrobiyaller olarak triklosan ve triklokarban, N,N-dietil-m-toluamid (DEET),
sentetik misklerdir (Ellis 2006; Rodriguez-Narvaez et al. 2017; Al-Baldawi et al. 2021).

PPCP'lerin molekiiler yapilari, her bir bilesigin fonksiyonel gruplariyla (hidroksil,
karboksil, amin ve keton) ilgili farkliliklar gosteren bilyiik ve karmasik olarak tanimlanabilir.
Kimyasal yapidaki kii¢iik farkliliklar her bir bilesigin ¢oziiniirliigiinii, polaritesini ve diger

ozelliklerini farkli sekilde etkileyebileceginden, Farmasotiklerin aktif gruba gore
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siniflandirmanin mutlaka tek tip bir kimyasal davranis izleyecekleri anlamina gelmedigini

belirtmek gerekir (Al-Baldawi et al. 2021).

Tablo 1. farmasétikler ve kisisel bakim iiriinlerin siniflandirilmasi (Liu and Wong 2013).

Alt gruplar

Temsilci bilesikler

Antibiyotikler

Hormonlar

Analjezikler ve anti-enflamatuar
Farmasotikler ilaglar

(ilaglar)

Antiepileptik ilaclar

Kan lipit diizenleyicileri

B-blokerler

Kontrast medya

Sitostatik ilaglar

Antimikrobiyal

Kisisel Bakim ajanlar/dezenfektanlar

urinleri

Sentetik miskler/Kokular

Klaritromisin
Eritromisin
Siilfametoksazol
Stilfadimetoksin
Siprofloksasin
Norfloksasin
Kloramfenikol
Estron (E1)
Estradiol (E2)
Etinilestradiol (EE2)
Diklofenak
buprofen
Asetaminofen
Asetilsalisilik asit
Karbamazepin

Primidon

Klofibrat

Gemfibrozil

Metoprolol
Propranolol
Diatrizoat
iyopromid
Ifosfamid
Siklofosfamid

Triklosan
Triklokarban

Galaksolid (HHCB)



Toksalid (AHTN)

N,N-dietil-m-toluamid (DEET)
Bocek kovucular

Parabenler (alkil-p-
Koruyucular hidroksibenzoatlar)

2-etil-heksil-4-trimetoksisinnamat
(EHMC)
4-metil-benzilidin-kafur (4MBC)

Glines koruyucu UV filtreleri

PPCP'lerin kalic1 kirleticilerinin tamamen uzaklastirilamamasi, fizikokimyasal
ozellikler, karmasik yap1 ve diisiik biyoyararlanim ile dogrudan iligkili olabilir. Kirleticileri
gidermek i¢in etkili ve cevre dostu alternatif bir aritma siireci bulmak biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle arastirmacilar, geri kazanilabilirlik ve yeniden kullanilabilirlik
potansiyeline sahip mikroorganizmalar1 (Bacillus badius, B. cereus, B. Licheniformis, B.
pumilus, B. sphaericus, B. subtilis, Escherichia coli, Exiguobacterium sp. RD3, Phanerochaete
chrysosporium, Aspergillus niger, Pseudomonas putida, Rhodococcus rhodochrous,
Stenotrophomonas rhizophila, Geobacillus thermocatenulatus, Candida tropikalis, Fusarium
solani, F. pisi, Pseudomonas sp., Citrobacter sp., vb.) kullanarak su sistemlerinden
kaynaklanan ~ PPCP'lerin  kalict  kirleticilerini  iyilestirmeye  odaklanmaktadirlar.
Mikroorganizmalar, su sistemindeki kalict PPCP Kirleticilerini bozabilir ve (toksik ila toksik
olmayan) aktarabilir (Narayanan et al. 2022). Hangi kirleticilerin bozunma potansiyeline sahip
oldugu cogunlukla enzimatik aktivitelerine baglidir (Saxena et al. 2020; Narayanan et al. 2022).
Aktif mikrobiyal enzimler, organik ve inorganik kalict PPCP kirleticilerini ekosisteme zarar
vermeden su, karbondioksit, metan, biyokiitle ve diger yan iirlinlere ayrigtirabilir (Abatenh et

al. 2017; Grasso et al. 2019; Narayanan et al. 2022).

Cevre ve saghk riskleri
PPCP'lerin alict su kiitlelerinde yaygin olarak goriilmesi, ¢cevre ve insan sagligi iizerindeki
etkilerinden dolay1 giderek artan bir endise kaynagidir. PPCP'ler kanalizasyonda, gollerde,
nehirlerde ve yeraltt sularinda yaygin olarak bulunur. Hayvan ve insan sagligina zararl
olabilirler ¢iinkii kalintilari, aritilmis kanalizasyon ve atik sularin bosaltilmasit ve ¢amurun

tarimsal uygulamalar i¢in yeniden kullanilmasi yoluyla gida zincirine girip birikebilir
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(Vithanage et al. 2014). AAT'lerdeki PPCP'lerin ng/L ile ug/L arasinda degisen diisiik
konsantrasyonlarina ragmen, insanlarin bu kimyasallara maruz kalmasinin bilinmeyen uzun
vadeli etkileri de olabilir. PPCP'lerin ekosistemler iizerindeki olumsuz etkileri insan sagligi
acisindan biiylik 6nem tagimaktadir, ¢ilinkii bu bilesiklerin kalintilart meyveler, sebzeler ve igme

suyu da dahil olmak iizere gida zincirimizde tespit edilmistir (Yang Y. et al. 2017).

PPCP'lerin kaldirilmasi
Cevredeki PPCP konsantrasyonlar1 diisilk olmasina ragmen, bu bilesiklere siirekli maruz
kalmak, uzun vadeli etkileri bilinmeyen kritik bir endisedir, bu nedenle PPCP'lerin kaldirilmasi
biiytik ilgi gormektedir. Genel olarak PPCP'lerin giderim ydntemleri ii¢ kategoriye ayrilir:
fiziksel, biyolojik ve kimyasal yontemler (Wang and Wang 2016);

1-PPCP'lerin fiziksel adsorpsiyon islemleriyle ¢ikarilmasi: Adsorpsiyon, sudaki eser
miktardaki organik Kirleticilerin uzaklastirilmasinda siklikla kullanilan en yaygin fiziksel
islemdir. 2- PPCP'lerin biyolojik degradasyon islemi ile giderilmesi: Mikrobiyal degradasyon,
hafif ¢alisma kosullar1 ve diisiik maliyeti gibi bir¢ok avantaji nedeniyle organik kirleticilerin
cevreden uzaklastirilmasi i¢in en Onemli mekanizmadir. Mikroorganizmalar kirleticileri
metabolik islevlerinde kullanarak giderir ve bazi durumlarda farkli mikroorganizma tiirleri
kirleticileri gidermek i¢in birlikte ¢alisabilir. 3- PPCP'lerin kimyasal ileri oksidasyon islemleri
ile giderilmesi: Fenton, Ozonlama, UV/H202, gama 1simlama ve sonoliz ve elektrokimyasal
oksidasyon iceren diger ileri oksidasyon prosesleri gibi kimyasal oksidasyon prosesleri, sulu
¢ozeltideki toksik veya zor organik kirleticilerin par¢alanmasinda etkili olmustur (Wang and
Wang 2016).

PPCP'nin biyodegradasyonu
Mikroorganizmalar organik madde ve yabanci kimyasallarin ayristirilmasinda hayati bir rol
oynar ve besin agindaki diger organizmalara besin saglar. Mikrobiyal islev gruplarindaki
degisiklikler ekosistem siireglerindeki degisikliklerle iligkili oldugundan, mikrobiyal
topluluklar ekosistem islevlerinin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir ve bu da onlart dogal bir
ekosistemin kalitesi i¢in temel hale getirir. Sonug olarak, dogal ekosistemin kalite durumuna

katkida bulunan genel siireclerde gereklidirler (Reed et al. 2007; Caracciolo et al. 2015).

Su ve topraktaki dogal mikrobiyal topluluklar, ekosistemlerin kalitesini kontrol eden ve gevreye
salinan kirliligin akibetini diizenleyen bir¢ok siirecte kilit rol oynamakta ve boylece 'diizenleme’
olarak bilinen bir ekosistem hizmeti saglamaktadir. Mikroorganizmalar, kirleticileri metabolik

ve/veya ko-metabolik yollarla pargalayabildikleri igin ekosistemin kendi kendini temizleme



siireclerinde yer alirlar. Biyodegradasyon, farmasotikler gibi ¢ogu ksenobiyotiklerin ortadan

kaldirilmasi i¢in kullanilan en 6nemli siirectir (Topp et al. 2013; Caracciolo et al. 2015).

Biyodegradasyon, mikrobiyal topluluklarin metaller, organik ve inorganik maddeler gibi atiksu
camur iceriklerinin/bilesenlerinin yapisini parcalamak veya degistirmek i¢in ¢ok 6nemli roller
oynadigi dogal bir ¢iirlime veya bozunma siirecidir. Atiksu bilesenlerinin biyolojik olarak
parcalanmasi biyolojik ayrismayi (katilarin ¢okelme 6zelligi), biyokat1 birikimini (fungal
aritma ile biyokati iiretimi), filtrelenebilirligi ve susuzlastirilabilirligi 6nemli 6l¢iide artirir

(Mannan et al. 2005).

PPCP’lerin mikroorganizmalar tarafindan biyodegradasyonu
Kiifler ve algler

Kiifler ve algler, farkli su sistemlerinde farmasotik ve kisisel bakim iiriinlerinin (PPCP'ler)
parcalanmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Beyaz kiifler, PPCP'lerin farkli
konsantrasyonlarda tirettigi birgcok kirletici tiiriinii par¢alama yetenegine sahiptir. Bu beyaz
ciirlik¢iil kiifler, peroksidazlar, sitokrom P450, hiicre i¢i enzimler, ligninolitik enzimler ve
lakkazlar dahil olmak iizere c¢esitli katalitik enzimleri sentezleyebildiginden, oksidasyon,
halojensizlesme, Kirleticilerin hidroksilasyon, formilasyon ve deaminasyon reaksiyonlarina
maruz kalmasina neden olabilirler. Beyaz ciiriik¢iil kiif grubu, karbamazepin, propranolol,
diklofenak, atenolol, ibuprofen, klofibrik asit, norfloksasin ve siprofloksasin gibi
farmasotiklerdeki kalict kirleticileri etkili bir sekilde indirger (Costa et al. 2019; Narayanan et
al. 2022).

Bakteriler

Mikroorganizmalarin, 6zellikle de bakterilerin farmasotik ve kisisel bakim iirtinlerini biyolojik
olarak ayristirma kabiliyeti daha da zordur, ¢iinkii farmasotikler bakteriler i¢in toksik olacak
sekilde tasarlanmakta ve {iretilmektedir. Neyse ki, az sayida yerlesik bakteri tiird,
farmasoétiklerin spesifik kalict kirleticilerini karbon ve nitrojen kaynagi olarak kullanarak
bozabilir. Heterotrofik bakteriler klofibrik asidi laktik asit ve 4-klorofenol gibi daha basit
bilesiklere doniistiirebilir. Mikroorganizmalar kompleks yapiyr bozduktan veya indirgeme
islemine tabi tuttuktan sonra, yerel mikroorganizmalar indirgenmis PPCP'leri daha diisiik veya
toksik olmayan PPCP kirleticilerine parcalayabilir. (da Silva Rodrigues et al. 2020; Narayanan
et al. 2022).

PPCP kirleticileri ve simirlamalari iizerine mikrobiyal bazh biyoremediasyon
Mikroorganizmalar, enzimatik yollari araciligiyla ¢evredeki farmasdtikler ve mikro kirleticiler

ile birlikte g¢esitli kimyasal kirleticileri stabilize edebilir, bozabilir, uzaklastirabilir,
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degistirebilir veya detoksifiye edebilir. Enzimler, su ve toprak ortamlarinda kalici kirleticileri
bozan biyokimyasal reaksiyonlari hizlandiran biyokatalizorler olarak hareket eder. Aktif
biyolojik iyilestirme i¢in, mikrobiyal hiicrelerin kalici kirleticilere karsi biyolojik iyilestirme
stirecini ilerletmek i¢in ¢esitli tiirde destekleyici faktorlere ihtiyaci vardi (Zhang et al. 2020;
Narayanan et al. 2022).

Sinirlamalar; PPCP'ler, enerji saglayan bilesenlerin {iiretilmesini ve hiicresel homeostazin
korunmasini gerektirir. Mikroorganizma biyoremediasyonunun etkinligi, reaksiyona giren
ortamin fiziksel ve kimyasal yapisi, Kkirleticilerin dogast ve konsantrasyonu ve
mikroorganizmalar i¢in kullanilabilirligi gibi birgok faktére baglidir. Biyolojik kisitlamalar
arasinda sinirli karbon kaynaklar1 i¢in mikroorganizmalar arasindaki rekabet, antagonistik
iligkiler, mikrobiyal predasyon ve Kkirletici konsantrasyonu ile mikrobiyal popiilasyon
arasindaki dengesizlik yer almaktadir (Jousset 2012; Narayanan et al. 2022). Cevresel
faktorlere dayali sinirlamalar sunlardir: mikrobiyal biiyiime ve aktivite sicaklik, oksijen icerigi,
pH, besinler, nem, toprak yapisi, saha ozellikleri, redoks potansiyeli vb.'den etkilenebilir.
Ayrica kirleticilerin fizikokimyasal ve biyoyararliligi 6zellikleri biyoremediasyon siirecini
kisitlamaktadir. Aktif biiylime, metabolizma ve tireme i¢in dengeli besin takviyeleri (C: N: P
orani), biyolojik iyilestirmenin hizin1 ve etkinligini belirler (Abatenh et al. 2017; Narayanan et
al. 2022).

PPCP'lerin analitik yontemleri
Analitik analiz, PPCP'lerin ¢evredeki akibetini incelemek igin esastir. Hedef bilesikleri analiz
etme siireci uygun analitik cihazin secilmesi ile baglar: En yaygin kullanilan cihazlar gaz
kromatografisi (GC) ve yiiksek performansli sivi kromatografisidir (HPLC). HPLC analizi i¢in
Numune hazirligr GC analizine gore daha kolaydir. Cihaz se¢imi hedef bilesiklerin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerine baglidir; GC ugucu bilesikler i¢in kullanilirken, HPLC termal olarak
kararsiz ve ugucu olmayan bilesikler i¢in kullanilir (Wang and Wang 2016). kromatografinin
LC-MS/MS ve GC-MS/MS gibi kiitle spektrometrisi ile entegre edilmesindeki geligsmeler,
PPCP'lerin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi araligini genisletmistir, ¢iinkii bu teknikler

nanogram/litre seviyesinde bir tespit limitine ulasabilmektedir (Wang and Wang 2016).

Bu calismada kullanilan bilesik olan, atik su ve biyokatilarda tespit edilen yaygin PPCP'ler
arasinda bir antimikrobiyal ajan olan triklokarban (3,4,4'-triklorokarbanilid, TCC)
bulunmaktadir. Atik su aritma tesislerinde bozunmasi genellikle zordur ve %70'ten fazlas1 kg

basina mg konsantrasyonunda biyokati olarak tasinmaktadir (Yun H. et al. 2017a).
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Triklokarban (TCC)

Triklokarban oldukea etkili, genis spektrumlu bir antimikrobiyal ve dezenfektandir. Kisisel
bakim iirlinlerinde 60 yil1 agkin siiredir basariyla kullanilmaktadir. Genellikle tiirdes triklosan
(TCS) ile birlikte anilir. TCC bir difenil dredir (N-(4-klorofenil)-N'-(3,4-diklorofenil)iire)
(lacopetta et al. 2021). Triklokarban (3,4,4'-triklorokarbanilid, C13H9CIzN20O, TCC), yag asidi
sentezini ve mikroplarin hiicre zar1 olusumunu bozarak etki eden, bozulma ve enfeksiyonun
Onlenmesi icin kisisel bakim iirlinlerinde yaygin olarak kullanilan genis spektrumlu bir
antimikrobiyal ajandir (Taweetanawanit et al. 2019; Yun H. et al. 2020). TCC'nin
fizikokimyasal 6zelliklerinden bazilar1 Tablo 2'de listelenmistir (Kor-Bicakci et al. 2020).

Sekil 1. Triklokarban 'in yapisi

3,4,4'-trichlorocarbanilide olarak da bilinen TCC, diarylurea veya bis-arylurea sinifina ait
kiiclik bir molekiildiir. TCC, kisisel bakim iiriinlerinde, 6zellikle de antibakteriyel kalip/sivi
sabunlar, viicut losyonlari, deodorantlar, deterjanlar, tibbi dezenfektanlar, tirag sonrasi sabunlar,
el dezenfektanlari, dis macunu, el yikama ve agiz gargarasi, viicut yikama tirlinleri, temizleme
losyonlar1 gibi dermal temizlik iiriinlerinde yaygin olarak kullanilan bir iceriktir. Dezenfektan
ozellikleri nedeniyle bebek dis kasiyicilar1 ve mendilleri, oda spreyleri, kumas ve deri terbiye
maddelerinde fungisit ve koruyucu olarak gorev yaparlar (lacopetta et al. 2021; Arifin et al.
2023).

Katki maddesi miktar1 %0,5 ile %5 (a/a) arasinda degismektedir (Yun H. et al. 2020), TCC
1957'den beri yaygin olarak iiretilmekte ve kullanilmaktadir; ABD'de kisisel bakim
tiriinlerindeki yillik tiiketim 500.000 ila 1.000.000 pound arasinda degismektedir. 2013-2014
Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Arastirmasina gore, ABD'deki idrar &rneklerinin
%36,9'unun TCC icermektedir. Saglik hizmeti ortamlarindaki faydasi tartismasiz olmasina
ragmen, antimikrobiyal aktivite bakimindan faydalari cok azdir veya hig yoktur (Ye et al. 2016;

Halden et al. 2017; lacopetta et al. 2021).
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Yiiksek tiiketim seviyesi nedeniyle, TCC yiiksek iiretimli bir kimyasal olarak kategorize
edilmektedir. 2010’larda Cin'de TCC ve triklosan i¢in yillik talep 1220 ton civarindayd: (Yun
H. et al. 2020). 2013 yilindan &nce, Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) kullanimina
kisitlamalar getirene kadar talep her yil artmistir. FDA'nin TCC'nin sabunlarda kullanimini
yasaklamasina ragmen talep yiiksek kalmaya devam etti. Cin ve Hindistan'da ise TCC kullanimi
heniiz yasaklanmamigtir. AAT atik sularinda ve camurunda tespit edilen TCC kalintilarinin litre
basina nanogram ve kilogram basina miligram seviyeleri, ¢esitli ortamlarda siklikla tespit
edilen ve diinya ¢apinda ortaya ¢ikan en onemli kirleticiler arasinda yer almaktadir. Ek olarak,
klorsuz tiirdesleri dikloro-karbanilid (DCC), monokloro-karbanilid (MCC) ve siibstitiie
edilmemis karbanilid (NCC) ile kloro-doniisiim iirtinleri 3,3',4,4'-tetraklorokarbanilid (3'-Cl-
TCC) ) anoksik ¢okeltilerde de tespit edilmistir. Cevresel matrislerin yani sira, bitkilerden,
hayvanlardan ve insanlardan alinan 6rneklerde de TCC bulunmustur; bu da onlarin potansiyel
cevresel endiselerini ve acil saglik risklerini gostermektedir (Zhao et al. 2013; Souchier et al.
2015; Brose et al. 2019; Chen et al. 2019; Yun H. et al. 2020).

Tablo 2. Triklokarbanin fiziko-kimyasal 6zellikleri (Kor-Bicakci et al. 2020).

Ozellik Triklokarban
CAS kayit numarasi 101-20-2
 Molekiiler formiil L C13HoCIsN2O
Molekiil agirhg: (g/mol) 315.578
3,4,4'-Triklorokarbanilid
IUPACad: 1-(4-klorofenil)-3-(3,4-diklorofenil )iire
Ticaret adi Solubacter
Kullanim Antiseptik ve dezenfektan
Klor icerigi (agirhkca %) 36.7
pKa: Ayrisma sabiti. 127
Erime noktasi (°C) 255-256
Suda ¢oziiniirligi (mg/L, 25 °C) 0.65-1.55
Buhar basinci (25 °C'de mm Hg) 3.61x107°

TCC, regeteli ve recetesiz ilaclar ve temizlik maddeleri de dahil olmak {izere genis ve gesitli
kimyasal gruplar1 i¢eren farmasétik ve kisisel bakim tirtinlerine (PPCP'ler) dahildir. PPCP'ler
atik su aritma tesislerine ana bilesikler, konjuge bilesikler veya metabolitler olarak idrar ve digki

atilimiyla neticesinde bosaltilir. TCC'nin endokrin bozucu oldugu ve halojenli bir hidrokarbon
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oldugu ic¢in biyolojik olarak parcalanmasimnin zor oldugu gdosterilmistir. Kisisel bakim
tiriinlerinde yaygin kullanimi ve geleneksel Atik Su Aritma Tesisleri sirasinda kismi
giderilebilmesi, onun g¢evresel bir kirletici madde olarak degerlendirilmesine yol agmis ve
organik kirleticiler listesine yerlestirilmistir. Cok sayida ¢alisma, TCC ve ara iiriinlerinin atik
su, biyokatilar, yiizey suyu, tortuda ve toprakta varligini géstermistir ve TCC, yeni ortaya ¢ikan
endise verici 10 kirletici arasinda yer almaktadir. Atik su aritma tesislerine iletildikten sonra
PPCP'ler, atik su ve biyokatilar yoluyla arazi uygulamasi i¢in ¢evreye desarj edilmeden Once
atik su aritma siirecleri sirasinda degismeden kalabilir veya kismen veya tamamen doniistime

ugrayabilir (Vimalkumar et al. 2019; lacopetta et al. 2021).

TCC'nin ortaya c¢ikisi, akibeti ve potansiyel riskleri

TCC'nin gevresel dongiisii, insanlarin kisisel bakim tirtinlerini kullanimiyla baglar ve her tiirlii
yagsam formunun alimiyla sona erer. AAT'ler, TCC'nin atik su ve biyokati olarak ayrildig evsel
atik su ile fabrika kanalizasyonunun birlesme noktasi olup; her ikisi de dolayli olarak TCC'nin
gida zincirlerine nihai girdisine katkida bulunmaktadir (Yun H. et al. 2020).

Belediye atik su aritma tesislerinde TCC'nin kaderi

AAT'lerde TCC'nin giderim verimliligi %11,4-97 arasinda degigsmektedir. TCC'nin yaklasik
%?3'l atik su ile bosaltilirken, yaklasik %21'1 bozunmus ve %76-79'u kanalizasyon ¢amuru ile
salimmis ancak kati1 fazdadir. DCC, 3,4-dikloroanilin (DCA) ve 4-kloroanilin (4CA) dabhil
olmak {izere az miktarda hidroliz ve indirgeyici deklorinasyon firiinleri tespit edilmistir.
Susuzlastirilmig ¢amurda, TCC'nin ¢ogu absorbe edilmis ve ABD ve Cin'den ¢amurlarda
ortalama 12,6 + 3,8 mg/kg tespit edilerek <3 ila 43,3 mg/kg kuru agirlik arasinda degisen
konsantrasyonlarla tespit edilmistir. Bu sonuglar, bu kalici kirleticinin aslinda AAT'lerden
sinirlt miktarda uzaklastirildigimi ve TCC Kkiitlesinin yaklagik dortte tigliniin herhangi bir
degisiklik olmadan genis ¢apta salindigin1 gostermistir (Halden and Paull 2005; Yun H. et al.
2020).

TCC'nin 19601 yillara dayanan tortulardan tespit edildi ve o zamandan beri giindemde. Suda
zayif ¢oziiniirligli ve direncliligi nedeniyle, ABD'deki Atik Su Aritma Tesisi girislerinde 84
ng/Lila 11,4 ng/L TCC tespit edilmistir, bu veriler Kanada ve Cin kaynaklarinda 6l¢iilenlerden
kat kat daha yiiksektir (sirastyla 14-270 ng/L ve 4,7-170,0 ng/L). Bu esitsizligin ABD'deki
nispeten yiikksek TCC tiikketiminden kaynaklanmis olabilecegi distliniilmektedir. AAT
aritmasinin ardindan ABD, Cin ve Kanada'dan gelen atik sularda maksimum kalintilar sirasiyla
380, 227,7 ve 3,3 ng/L olmustur. ABD'de atik su aritma tesislerinin temizleme verimliligi
nispeten yliksekti; Buna karsilik, Giiney Afrika'daki atik su aritma tesislerinin aritma verimliligi

diisiiktii ve atik sularda hala 1,89 pg/L kadar yiiksek bir TCC vardi ve toplam giderme
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verimliligi %40 civarindaydi ve TCC igeren atik sular ise dogrudan dogal su havzasina

girebilirdi (Lehutso et al. 2017; Yun H. et al. 2020).

Su ortamlarinda TCC'nin olusumu
TCC, cogu yiizey suyunda ve hatta igme suyunda 0,05-6,750 ng/L. araliginda degisen
konsantrasyonlarda, ¢ogunlukla Cin ve ABD'den alinan verilerle tespit edilmis olup, Hindistan
ve Giiney Afrika gibi diger iilkelerde tespit edilen maksimum konsantrasyonlar ise sirasiyla
1119 ve 360 ng/L idi. Diinya ¢apinda yiizey sularinda tespit edilen TCC'nin medyan degerleri
10-100 ng/L civarinda degismekte olup, musluk suyunda ve aritilmis igme suyunda sirasiyla
51-347 ng/L ve 7,5-102 ng/L TCC izlenmistir (Shen et al. 2012; Yun H. et al. 2020).

Camur, biyokatilar, tortu ve toprakta TCC olusumu
TCC'nin yiiksek hidrofobikligi, atik su aritma tesisi camurunda veya biyokatilarda kilogram
basina mikrogram ila miligram seviyesinde birikmesini kolaylastirir, dolayisiyla arazi
uygulamasiyla ortamlara yeniden dahil edilmesine yol acar. Amerika Birlesik Devletleri'nde,
TCC konsantrasyonlar1 ham ¢amurda 8,5-69,7 mg/kg ve biyokatilarda 6,05-24,6 mg/kg
arasinda degismektedir. Gliney Afrika'da, TCC ham ¢amurda 3.65-11.8 pg/kg ve biyokatilarda
2.59-8.23 pg/kg arasinda degisen konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Avrupa'da, TCC sulu
fazda nadiren rapor edilirken, kat1 fazda 1.2-343 pg/kg arasinda degisen konsantrasyonlarda

tespit edilmistir.

Cin'de her yi1l ¢amurla birlikte 42,2 tonun {lizerinde TCC salinmaktaydi; Cin'in gliney ve kuzey
bolgelerinden alinan biyokatilarda ise 2,18 mg/kg ve 34,9 mg/kg kadar yiiksek TCC rapor
edilmistir. Karsilastirmali olarak, camur ve biyokati maddelerde tespit edilen en yiiksek TCC'ye
ABD sahipken, Avrupa en diisiik sirada yer almistir (Shen et al. 2012; Yun H. et al. 2020).

TCC'nin biyodegradasyonu

Kimyasal yaklagimlarla karsilastirildiginda, TCC'nin biyolojik doniisiimii veya bozunmasi,
ozellikle mikroorganizmalar ile; nispeten yiiksek verimlilik, maliyet etkinligi ve ¢evre dostu
olma gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. Bu yaklasimlar ile mikro kirleticiler, hafif kosullar altinda
spesifik metabolizma veya birlikte sindirim yoluyla doniistiiriilebilir. Farkli mikroorganizma
kaynaklari ise anaerobik veya aerobik kosullar altinda farkli biyotransformasyon kabiliyetlerine
sahiptir. (Yun H. et al. 2020).

TCC'nin toprak mikroorganizmalar1 tarafindan biyolojik olarak parcalanmasi makul bir
uzaklastirma mekanizmasidir. TCC'yi parcalayan izolatlar elde edilmis olmasina ragmen, bu
mikroorganizmalarin tarim topraklarinda mevcut olup olmadigi ve/veya aktif olup olmadig:

genel olarak bilinmemektedir. TCC biyolojik parcalanmasiyla iligkili bakteriler arasinda;
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Alcaligenaceae, Sphingomonas sp. YL-JM2C susu, Ochrobactrum sp. TCC-1, Ochrobactrum
sp. MC22, Ochrobactrum sp. TCC-2 ve Pseudomonas fluorescens MC46 sayilabilir (Mulla et
al. 2016; Thelusmond et al. 2018).

TCC'nin metabolizmasi ve doniisiim iiriinleri

TCC igeren iiriinler cilde uygulandiktan sonra insan viicuduna girebilir, metabolize edilebilir
ve insan saglig1 i¢in potansiyel bir risk olusturabilir, insan kaninda 0,45 ng/mL ve idrarda ise
3,85 ng/mL tespit edilmistir. Cesitli ¢alismalar, insanlarin banyo sirasinda ve sonrasinda
sabundaki TCC'nin énemli bir kismini deri yoluyla emdigini gdstermistir. insanlarda, TCC
metabolitlerinin idrarla atilimina dayanarak TCC'nin %0,6'sinin (yaklasik 70 pg) emilebilecegi
tahmin edilmektedir. TCC ayrica kiilot astarlarinda, tamponlarda ve hijyenik pedlerde da
mevcuttur, ancak aktarim oranlari bilinmemektedir. TCC maruziyeti ayrica su veya yiyecek
tiiketimi yoluyla da meydana gelebilir, anne ve gébek kordonu serumlarinda ise sirasiyla 2,75
ve 0,82 pg/L degerlerine ulastigi rapor edilmistir. TCC, faz 1 ve faz II metabolizmasina

ugrayabilir. ( Costa et al. 2020; lacopetta et al. 2021).
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Sekil 2. Onceki galigmalara dayanan TCC biyodegradasyon yolu (Miller et al. 2010).
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TCC klorsuzlastirma reaksiyonlari, 4,4'-diklorokarbanilid (DCC), karbanilid (NCC) ve 1-(3-
klorofenil)-3-feniliire (MCC) dahil olmak iizere karbanilidlere veya biyolojik veya biyolojik
olmayan olarak 4- kloroanilin (4-CA) olusumuna yol acar. Ilk kez nehir agz1 sedimanlarinda
TCC'nin indirgeyici klorsuzlasmasinin meydana geldigi ileri siiriilmiis, ancak TCC
klorsuzlastirmanin tortu ortamiyla sinirli olup olmadigi veya AAT'lerin klorsuzlastirma yoluyla
TCC kirliliginin azaltilmasina da katkida bulunup bulunmadig1 hususlar1 agik degildir. (Pycke
et al. 2014; lacopetta et al. 2021).
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Sekil 3. Triklokarbanin klorsuz doniisiim tirtinleri.

Antimikrobiyal TCC atik su ve ¢amur aritma proseslerinde ¢esitli biyotik ve abiyotik yollarla
kismen veya tamamen cesitli doniisiim iiriinlerine doniistiiriilebilmektedir. Indirgeyici
klorsuzlastirma, anoksik ve anaerobik kosullar altinda TCC'nin azaltilmis klor igerigine sahip
tiirdeslere biyotransformasyonu i¢in 6nemli bir zayiflatma mekanizmasi olarak bilinir.
Cekirdek karbanilid yapisinin detoksifikasyon reaksiyonlar1 yoluyla biyolojik olarak
parcalanmaya uygun olabilmesi i¢in TCC'nin indirgeyici klorsuzlastirmaya tabi tutulmasi
gerekir. Tri-klorlu TCC ve bunun tetra-klorlu iretim yan triini (4-CI-TCC) ilk olarak
diklorokarbanilide doniistiiriilir. DCC daha sonra monoklorokarbanilide (MCC), ardindan
klorsuz karbanilide (NCC) diklorlama islemine tabi tutulabilir. Ote yandan, TCC'nin saf bakteri
tarafindan pargalanmasinin mekanizmast Mulla ve ark. tarafindan incelenmistir (2016).
Sphingomonas sp.’nin Cin'deki bir AAT'min aktif ¢amurundan izole edilen YL-JM2C susu,
TCC'yi 3,4-dikloroanilin, 4-kloroanilin ve 4-klorokatekol gibi ana metabolitlerine ayristirmigtir
(Mulla et al. 2016; Kor-Bicakci et al. 2020).

Bu ¢alisma ile, atik sudaki TCC'nin ortadan kaldirilmasi igin yeni bir biyolojik bozunma
yontemi gelistirmek amaglanmakta olup, TCC'yi bozan kiiflerin belediye atik gamurundan izole
edilmesini ve tanimlanmasini icermektedir. Izole edilen kiif susu, 18S rRNA gen dizi analizi

ile tanimlandi. Deneysel kosullar, TCC bozunmasini arttirmak ve kiif biiylimesini
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kolaylastirmak i¢in optimize edildi. Calisma ayni zamanda TCC'nin ara maddelere
doniistimiiniin ve olasi biyodegradasyon yollarinin tanimlanmasini da igermektedir. TCC'nin
bozulmasinda rol oynayan enzimler de arastirilmistir. Bu g¢alisma, atik suyun TCC'den

aritilmasinda yeni bir biyodegradasyon yonteminin potansiyelini ortaya koymaktadir.
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MATERYAL ve YONTEM

Tez calismasinda kullanilan cihazlar ve markalari

Tablo 3. Calismada kullanilan alet ve cihazlar:

Etiv

UV-Spektrofotometre

Mikropipet takim
Buzdolabi
Elektroforez giic kaynag
PH metre

PCR cihazi

Mikroskop

Otoklav

Steril kabin

Elektroforez tanki

Santrifiij
Hassas terazi

Magnetik karistirici

Vorteks

Calkalamal inkiibator

Saf su cihazi

Coklu blok 1s1ticisi
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Binder

Beckman Coulter

Eppendorf
Vestel
Thermo EC135-90
Mettler-Toledo

Sensoquest Labcycler

BOECO

HMC Hirayama

Telstar Bio-11-A

Biorad -dikey
Hettich

Ohaus Pioneer

Heidolph

Wisemix VM-10

ZHWY 2102C

MP Minipure

Lab-Line



Su banyosu Grant 6G)

Kullanilan kimyasal maddeler

Tablo 4. Tez galismasinda kullanilan kimyasal maddeler:

Triklokarban (TCC)

) . Trade TCI Mark, Japan
(3,4,4 Trichlorocarbanilide) (%698)

Patates dekstroz agar Sigma
Distile su Thermo
MgS04-7H20 Sigma
MnSO4 Sigma

FeSOq4 Sigma

MgSOa4 Sigma
MnS04.H20 Sigma
dNTP Sigma

NaCl Sigma

Si1gir serum albiimin (BSA) Sigma
KH2PO4 Sigma

Etil alkol Sigma

EDTA Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
CuS0O4 Sigma

ZnS0O4 Sigma

Merck

Maya ekstrakti
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Metanol Iso-Lab Chemicals

ABTS Sigma
Fenol red Sigma
Etidyum bromiir Sigma
NaOH Sigma
Etanol Iso-Lab Chemicals
N,O-Bis(Trimethylsilyl)- Sigma
Trifluoroacetamide(BSTFA)
Kiif genomik DNA izolasyon Kkiti Bio basic
Thermo

Sodyum tartarat

Besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

Triklokarban bozunma ¢alismalari icin kullanilan mineral tuz ortami (MSM): Mineral tuz
ortam1 (MSM): mono-potasyum fosfat (KH2POg, 1 g/L), sodyum hidrojen karbonat (NaHCOs,
0,03 g/L), kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl> 2H20, 0,02 g/L), magnezyum siilfat heptahidrat
(MgSO4 7H20, 0,2 g/L), amonyum siilfat (NHs) 2SQO4, 1,5 g/L), 3 mL/L mikro besin ¢dzeltisi
[(¢inko siilfat heptahidrat (ZnSOs 7H.0 0,02 g/L), manganez (IT) kloriir tetrahidrat (MnCI2
4H0, 0,1 g/L), demir siilfat (FeSOa4, 0,005 mg/L) ve bakir (II) siilfat pentahidrat (CuSO4 5H20,
0,3 g/L)]’dan olugmaktadir. MSM ortaminin pH's1 (1 M NaOH veya 1 M H2S04 kullanilarak)
5-7'ye ayarlandi ve besiyerleri kullanilmadan 6nce 121 °C'de 30 dakika siireyle otoklavlanarak
sterilize edildi. (Silambarasan and VVangnai 2016; Yun H. et al. 2017b; Sipahutar and Vangnai
2017; Balakrishnan and Mohan, 2021).

%1’lik agaroz jel: 0,9 g agaroz 90 ml 1X TAE’de ¢ozdiiriildii ve 2 pl etidyum bromiir eklendi.

1X Tris Asetat EDTA (TAE) tamponu: 10X TAE’den 100 ml alinds, tizerine 900ml distile su
eklendi.

% 70’lik EtOH: EtOH’den 70 ml alindi, lizerine 30 mL distile su ilave edilerek hazirlandi.
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Yontem
Numune alinmasi ve triklokarban degrade edebilen mikroorganizmalarin izolasyonu
» Oncelikle; Erzurum ilindeki Belediye Atiksu Aritma Tesisinden aktif gamur numunesi

alindi.

P Atk organik maddeleri (karbon kaynaklari) uzaklagtirmak igin 24 saat havalandirildi.
Havalandirma isleminden sonra; aktif gamur numuneleri (10’ar ml); 6nceden hazirlanan
100 ml MSM’ye (mineral tuz ortami, pH:7) aktarildi. Elde edilen 100’er mI’lik kiiltiir
ortamlarina karbon ve enerji kaynagi olarakta 10 mg/L'lik nihai konsantrasyon ile

triklokarban eklendi.

» Erlenmayerler, daha sonra karanlik kosullar altinda 9 giin boyunca 30°C'de 150 rpm’de
inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda kiiltiirden alinan 6rnekler, PDA’ya ekildi ve
6 gin boyunca 30°C'de inkiibe edildi. Bu kati besiyerleri iizerinde gelisen
mikroorganizmalar alt kiiltiire alinarak saflagtirildi. (Mulla et al. 2016; Sipahutar and
Vangnai 2017; Yun H. et al. 2017b)

Sekil 4. Erzurum belediyesi atiksu aritma tesisi
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Sekil 5. Erzurum ilindeki belediye atik su aritma tesisinden alinan aktif ¢gamur numunesi

TCC parcalayan kiiflerin karsilastirilmasi

Bu asamada izole edilen kiifler TCC pargalama yetenekleri acisindan birbiri ile kiyaslandi.
Calismalar 100 mL mineral tuz ortami1 (MSM, pH: 7) igeren 250 mL'lik erlenmayerlerde
gerceklestirildi. Bunun i¢in ilk olarak izole edilmis kiifler PDA’ya ekildi, ardindan PDA
petrilerinde biiyliyen miselden 1x1 cm dlgiilerinde bir parga alip MSM ortamina ekildi (Bu
asamada TCC tek karbon ve azot kaynagi olarak kullanildi ve boylece kiif izolatlarinin TCC’ye
yonelerek onu parcalamasi amaglandi). Erlenmayer siseleri, 30°C’de, karanlik kosullarda

calkalamal1 inkiibatore yerlestirildi ve 9 giin siire ile inkiibasyona birakildi.

Biyolojik bozunma islemi ve inkiibasyon islemi ardindan, tim 6rnekler, 10 dakika boyunca
5000 rpm'de santrifiij edildi ve elde edilen siipernatantlar1 kullanarak; manganez peroksidaz
(MnP) ve lakkaz (LAC) enzim aktivitesi, kuru biyokiitle agirlik 6lgtimii ve HPLC ile TCC
degradasyon yiizdesi analizleri yapildi. MnP enzim aktivitesi; fenol kirmizisinin oksidasyonu
ile, LAC enzim aktivitesi ise ABTS substratinin oksidasyonu ile belirlendi (enzim aktiviteleri
ve HPLC islemleri sonraki bolimlerde ayrintili olarak anlatildi). (Wang et al., 2018;
Thelusmond et al., 2019; Balakrishnan & Mohan, 2021). Analiz sonucunda elde edilen enzim
aktiviteleri, biyokiitle agirligi ve TCC degradasyon yiizdesi oranlari karsilastirilarak, kullanilan
TCC’yi en 1iyi sekilde degrade edebilen sus secildi ve caligmanin sonraki asamalarinda

kullanildi.
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TCCyi yiiksek verimle degrade edebilen izolatin tanmilanmasi

TCC'de en iyi biyobozunmay1 ve hiicre biiyiime kabiliyetini gdsteren kiif tiiriiniin tanilanmasi,

18S rRNA dizisi kullanilarak yapildi. ZA10'un molekiiler incelemesi ve filogenetik analizleri,

ITS ribozomal geninin amplifikasyonu ve dizi analizi temel alinarak gerceklestirildi.

Secilen ZA10 kodlu kiif izolatindan DNA izolasyonu:
ZA10 kodlu kiif izolatinin genomik DNA's1, Kiif Genomik DNA izolasyon Kiti (BIO BASIC)

kullanilarak ekstrakte edildi. Bahsedilen kit protokolii asagida verilmistir.

Protokol:

1.

10.
11.

S1v1 azotta 3 ml kiif kiiltiiriinlin santrifiij edilmesinden elde edilen 400 mg spor veya
hiicre peletlerini bir havanda o6giitiildii. Ogiitiilmiis numuneyi temiz bir 1,5 ml
mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.

Universal Digestion'1 65 © C'de dnceden 1sitildi. Numuneye 400 pl Universal Digestion
eklendi. Tiipii 5 defadan fazla ters cevirerek iyice karistirildi.

Ara sira karistirarak 65 © C'de 20 dakika inkiibe edildi.

200 pl Universal Buffer PF eklendi. Tiipii birkag kez ters ¢evirerek hafifce karistirin. 5
dakika boyunca -20°C'de inkiibe edildi.

Oda sicakliginda 5 dakika boyunca 12.000 rpm'de santrifiij edildi. Siipernatant1 yeni ve
temiz bir 1,5 ml'lik tiipe aktarildi.

Stipernatant iizerine 0,2 ml kloroform eklendi, 10 kez ters cevirerek iyice karistirildi.
12.000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi. Stipernatant1 dikkatlice temiz bir 1,5 ml'lik tiipe
aktarildi.

Cozeltiye esit hacimde 1zopropanol (yaklasik 0,4 ml) eklendi ve iyice karistirildi. Oda
sicakliginda 2,5 dakika inkiibe edildi. 12.000 rpm'de 5 dakika santrifiij edip,
stipernatanti dikkatlice atild1.

Tiipe dnceden sogutulmus %75'lik etanolden 1 ml eklendi, 10 kez ters gevirerek iyice
karigtirip. 12.000 rpm'de 1 dakika santrifiij ederek, slipernatanti atildi.

Basamak 8 tekrarlandi.

Pelet oda sicakliginda kapagi agik olarak 25 dakika boyunca havayla kurutuldu.

DNA peletini ¢6zmek i¢in 100 pl TE tamponu eklendi. DNA'y1 tamamen ¢6zmek i¢in
yukar1 ve asagi karistirildi. Saflastirilmis DNA kullanima hazir hale geldi. Uzun siireli
saklama i¢cin DNA'y1 -20 ° C'de sakland.
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Sekil 6. DNA izolasyonu

PCR islemi

izolattan elde edilen DNA, primer ciftleri kullanilarak ¢ogaltildi. PCR, primerler ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGQG) ve ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC) kullanilarak
gerceklestirildi. Kullanilan PCR karisimi tabloda 4’te ve PCR parametreleri Tablo 5°te

verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan PCR karigimi

Reaktifler (konsantrasyon) MIKTAR (pl)
PCR buffer 10X 3
MgCI2 (25 mM) 1,8
dNTP (10 mM) 0,6

Primer R (10 p/Mol) 2,5
Primer F (10 p/Mol) 2,5
Taq Polimeraz (5U/pl) 0,3
Distile su 12,1
DMSO %99 1,2
DNA (100 ng/pl) 5

Tablo 6. PCR parametreleri
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ISLEM SICAKLIK (°C) SURE (dk) DONGU SAYISI

On denatiirasyon 95 4 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 53 1 36
Uzama 72 2 36

Son uzama 72 5 1
Saklama 4 0 -

PCR iiriinlerinin jel elektroforezi

Jel elektroforez islemi i¢in 1X TAE kullanilarak %1°lik agaroz jeli hazirlandi. Hazirlanan
agaroz jeli donmasi igin elektroforez tankina dokiildii ve taraklari yerlestirildi. Jel tamamen
donduktan sonra tarak ¢ikarildi ve ilk kuyucuga 10 kb’lik DNA markirindan (4pul), diger
kuyucuklara PCR 6rneklerinden 4 pl + 1 pl 6X yiikleme tamponu yiiklendi. Jel elektroforezi 90
Volt, 60 dk yapildi. Sonrasinda Quantum Vilber Lournat cihazi ile goriintiilendi ve DNA

bantlar1 analiz edildi.

Sekil 7. Elektroforez islemi
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Klonlama

Kompetent hiicrenin hazirlanmasi
Escherichia coli JM101 susu stoktan alinarak canlandirildi, ardindan gelistirilen kiiltiirden tek

bir koloni alip, LB besiyerine aktarildi ve 37°C’de ¢alkalayic1 inkiibatérde 1 gece inkiibe edildi.

Hazirlanan kiiltiirden alinmas1 gereken miktar asagida yazilan formiil ile hesaplandi;

(30x0,1)
(Absorbans Degeri x 10)
(30 hazirlanacak miktar (ml), 0,1 sabit deger, 10 seyreltme faktoriinii temsil etmektedir)

Hesaplamadan elde edilen deger kadar 30 ml LB broth iizerine kiiltiir eklenildi ve OD (600
nm’de) degerleri 0,4-0,5e ulasilincaya kadar kiiltiir 37°C’de 60-90 dk inkiibe edildi. Yeterli
yogunluga ulagan kiiltiir 4 °C’de 4400 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ardindan
siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Hiicre ¢okeltisi lizerine soguk 100 mM CaCl2
¢ozeltisinden 10 ml eklendi. Sonrasinda 30-45 dk buzda bekletildi. Ardindan 4400 rpm 10 dk
4°C’de santrifiij islemi gerceklestirildi. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Elde edilen ¢cokelti
tizerine soguk 2 ml 100 mM CaCl2’den eklendi buzdolabinda 1 gece bekletildi.

Ligasyon islemi
0,2 mI’lik tiiplerde hazirlanan ligasyon karigimi (5 pl 2X ligasyon tamponu, 3 pl PCR {iriini, 1
ul vektor, 1 pl T4 DNA ligaz) 16°C’de 13-15 saat inkiibe edildi.

Transformasyon islemi

Onceden hazirlanan kompotent hiicrelerden ependorf tiipiine 200 ul konuldu, iizerine 5 pl
ligasyon Tiriinii eklendi ve 30 dk boyunca buzda bekletildi. Ardindan 42°C’ye ayarlanmis su
banyosunda 2 dk bekletilerek 1s1 sokuna ugratildi. Ardindan ependorf tiiplere 900 pl LB besiyeri
eklendi ve 1 saat 40 dk siire ile 37°C’de bekletildi. Amfisilin bulunan kat1 besiyerlerine 40 ul
X-Gal ve 40 pl IPTG eklendi. Ligasyon iiriinii ve kompetent hiicre karigtmimindin 150 pl
aliarak petrilere ekim yapildi ve drigalski yardimi ile petriye iyice yayildi. Petriler, 37°C’de
yaklasik 14 saat boyunca inkiibe edildi.

Koloni secimi ve sivi Kiiltiire aktarim

14 saatlik inkiibasyonun ardindan petrilerde mavi ve beyaz kolonilerin gelismesi gdzlemlendi.
Beyaz ve mavi koloniler igerisinden, beyaz olanlar se¢ildi ve bir pipet ile alinip, icinde 3 ml
amfisilinli LB broth bulunan tiiplere aktarildi ve bir gece boyunca 37°C’de inkiibasyona
birakildi.
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Koloni PCR ve koloni PCR islemi

Amfisilinli LB broth besiyerinde gelistirilen kiiltiir icerisinden 4 pl alindi ve igerisinde 16 pl
steril saf su bulunan tiiplere aktarildi. tiipler 10 dk kaynayan su banyosunda inkiibasyona
birakildi ve 2 dk buz iizerinde bekletilerek 1s1 sokuna ugratildi, daha sonra 5 dk 12000 rpm’de
santrifiij edildi. siipernatant kisim yeni tiiplere alind1 ve PCR islemine ge¢ildi. Kullanilan koloni

PCR karigimi tabloda 7°de ve koloni PCR parametreleri tablo 8’de verilmistir.

Tablo 7. Koloni PCR’da kullanilan PCR karisimi

Reaktifler MIKTAR (nl)
Stipernatant 3
MgCl. (25 mM) 1,8
dNTP 0,6
MgCl2’li tampon 3
T7 Primer 2
SP6 Primer 2
Distile su 16,1
DMSO 1,2
DNA (100 ng/pl) 5

T7 Primer: 5>-AATACGACTCACTATAG-3’
SP6 Primer: 5>—- ATTTAGGTGACACTATAG-3

Tablo 8. Koloni PCR parametreleri

ISLEM SICAKLIK (°C) SURE DONGU SAYISI
On denatiirasyon 94 30 sn 1
Denatiirasyon 94 30 sn 36
Baglanma 55 30sn 36
Uzama 72 2 dk 36
Son uzama 72 10 dk 1
Saklama 4 0 -

PCR isleminden sonra %]1’lik agaroz jele istenen genin bulundugu pozitif kontrol, istenen genin

bulunmadig1 negatif kontrol, markir ve PCR iiriinii yiiklendi. 90 voltta 1 saat yiiriitiildi. jel
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goriintiileme sistemi ile bantlar goriintiilendi. Istenilen aralikta bant veren koloniler belirlendi

ve plazmit izolasyonu i¢in amfisilinli LB broth s1vi besiyerine inokiile islemi gerceklestirildi.

Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Promega markasina (A1330) ait izolasyon kiti kullanilarak izolasyon
gerceklestirildi. Bunun i¢in; 4 ml amfisilinli LB broth da gelistirilen kiiltiirler, 12000 rpm’de
10 dk iire ile santrifiij edildi ve ardindan siipernatant uzaklastirildi, kalan pelletin iizerine, 250
ul cell resuspension soliisyon eklendi ve pipetlenerek homojenize hale getirildi. iizerine 250 pl
cell lysis solution ekleyerek, karigim alt iist edildi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Karisima
10 ul alkaline protease soliisyonu ilave ederek 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. ardindan
350 pl Neutralization Solution ilave edildi. Alt-iist edilerek iyice karistirildi. 12,000-14,000
rpm’de oda sicakliginda 10 dk. santrifiij islemi gergeklestirildi. 650—750 pl Siipernatanttan
alinarak, icerisinde kolon bulunan ependorf tlipline aktarildi. 1dk. 12,000-14,000 rpm’de oda
sicakliginda santrifiij edildi. Alt kisima gecen sivi uzaklastirildi. Kolon {izerine 750ul wash
solution eklendi ve 1 dk boyunca oda sicakliginda 12,000- 14,000 rpm’de santrifiij islemi
uygulandi. Tekrardan 250ul etanol ilave edilmis wash solution eklendi ve yeniden 2 dk.
boyunca oda sicakliginda 12,000-14,000 rpm’de santrifiij edildi ve alta kalan s1v1 uzaklastirildi.
Ardindan 1dk. boyunca 12,000-14,000 rpm’de oda 1sisinda santrifiij edildi. Kolon yeni bir
tiplin icerisine alindi ve {izerine 100 pl Nuclease-free water eklendi, 1dk. 12,000-14,000
rpm’de santriflij edildi. kolon c¢ikarildi ve uzaklastirildi. sonra 6l¢iim yapilincaya kadar -

20°C’de saklanda.

Plazmitlerin kontrol edilmesi
Plazmitler EcoRlI ile kesildi (7 pl plazmit, 2 ul 5X tampon, 0,5 pl enzim ve 0,5 pl suile 37°C’de
3-12 saat) ve agaroz jel elektroforezinde yiiriitildii.

Plazmitlerin konsantrasyonlarinin é6l¢iilmesi ve ayarlanmasi

998 ul saf su ve 2 pl plazmit karigimi spektrofotometrede OD260 ile dl¢iildii. A260 x 50 (sabit)
x 500 (diliisyon orani) denklemi kullanilarak hesap yapildi ve ¢ikan sonucun 100 — 200 ng
araliginda oldugu teyit edildi. Son olarak 30 — 50 pl uygun konsantrasyondaki plazmit sekans

analizi i¢cin Macrogen firmasina gonderildi.

DNA dizi analiz sonug¢larinin islenmesi ve degerlendirilmesi

Macrogen firmanin sayfasindan indirilen sekans sonuglar1 BioEdit programi kullanilarak
analiz edildi. Anlamli hale getirilen sekans verilerinin blast ¢aligmasi
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LIN

K_LOC=blasthome ve http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/identify internet adresleri
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kullanilarak yapildi ve % benzerlik oranlar1 belirlendi. Elde edilen sonuglar baz alinarak,

bilgileri Genbank’a girildi.

Optimal kosullar ve triklokarban degradasyonu

Segilen kiif izolatinin TCC pargalama verimini arttirmak igin gesitli ortam kosullar (sicaklik
(25, 30 ve 37 °C), pH (4-5-6 ve 7), TCC konsantrasyonu (5, 10 ve 30 mg/L) ve inkiibasyon
stiresi (3-9 giin) optimize edildi. TCC degradasyon deneyleri 250 ml’lik erlenmayerlerde
hazirlanan 100 ml’lik numunelerde MnP ve LAC enzim aktiviteleri dlgiilerek belirlendi ve

biyokiitle agirlig1 6l¢iildi. (Balakrishnan and Mohan 2021; Li et al. 2022).

Optimizasyon parametreleri tek degiskenli olarak yiiriitiildii ve sirayla sicaklik, pH, TCC
konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi parametrelerinin degredasyon tizerindeki etkisi arastirildi.
Denenen ortam sartlarinda inkiibe edilen tiim 6rnekler, 10 dakika boyunca 5000 rpm'de santrifiij
edildi ve elde edilen siipernatantlar; manganez peroksidaz (MnP) ve lakkaz (LAC) enzim
aktivitelerini 6l¢gmek i¢in kullanildi. MnP enzim aktivitesi, fenol kirmizisinin oksidasyonu ile;
LAC enzim aktivitesi ise ABTS substratinin oksidasyonu ile belirlendi. Elde edilen enzim
aktivite sonuglari ile optimizasyon kosullar1 belirlendi. (Tian et al. 2018; Mallak et al. 2020;
Balakrishnan and Mohan, 2021;).

Lakkaz enzim aktivitesi oksidasyon (3.ethyl benzthiazoline-6-sulphonate) (ABTS) ile
belirlendi. Reaksiyon karigimi 0,5 mM ABTS, 0,1 M sodyum asetat tamponu, pH 5 ve 50 uLL
enzim igeriyordu. Absorbans 420 nm'de okundu.

Manganez peroksidaz aktivitesi spektrofotometrik olarak test edildi. Reaksiyon karisimui,
0,1mL 0,25 M sodyum laktat, 0,05 mL 2 mM MnS04, 0,2 mL %0,5 sigir serum albiimin, 0,1
mL %0,1 fenol kirmizisi, 0,5 mL enzim ve 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH 8.0) iginde 0,05
mL 2 mM H:0: igeriyordu. Karisim 5 dakika oda sicakliginda birakildi ve reaksiyon 0,04 mL
NaOH 2N ile sonlandirildi. Absorbans 610 nm'de okundu (Tian et al. 2018; Mallak et al. 2020;
Balakrishnan and Mohan, 2021) .

Enzim aktiviteleri asagidaki formiille hesaplandi (Baltierra-Trejo et al. 2015)

_ (0A)(VH(D)103
N CIOIOND)

U: Enzim aktivitesi (umol dk~* L™ ).
AA: Son absorbans — ilk absorbans.

Vt: Reaksiyonun toplam hacmi (mL).
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t: Reaksiyon siiresi (dak).

e: Molar yok olma katsayis1 (M~ cm~tveya L mol~tcm™1).
D: Optik yol (1 cm).

Vs: Ornek hacmi (mL).

Df: Seyreltme faktorii.

10%: Diizeltme faktorii (umoL mol 1)

Aktivite U/L cinsinden ifade edildi. Bir aktivite birimi, dakikada 1 pmol substrati oksitlemek

icin gereken enzim miktar1 olarak tanimlandi.

Sekil 8. Enzim aktivitesi 6l¢timii yapilirken renk degisikligi

Biyokiitle agirligi 4.-9. giinlerde periyodik olarak izlendi, bu giinlerde besiyer ortami ve kiifleri
ayirmak icin filtre kagidi kullanildi ve siiziildii. Kiiflerin kuru agirligi 90 °C'de 12 saat boyunca
sabit bir agirlikta tutulduktan sonra olgtildii (Tian et al. 2018).
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Sekil 9. Biyokiitle agirligi 6l¢timii igin hazirlanan besiyeri.

Optimal sicaklik belirlenmesi
Sicakligin kiif izolatinin biiylime ve bozunma potansiyeli lizerindeki etkisini arastirmak igin,

250 mL'lik erlenmeyer siselerindeki 100 mL MSM ortam: 10 mg/L TCC ile zenginlestirildi,
MSM ortamina kiif izolat1 ekildi. 25-30-37°C' sicakliklarda karanlik ve ¢alkalamali ortam
kosullarinda (150 rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen siipernatantta Lakkaz
ve manganez peroksidaz enzim aktivitesine bakildi, ardindan kiflerin biyokiitle agirlig

olgtldi.
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Sekil 10. Farkl: sicakliklarda inkiibasyon i¢in hazirlanan 6rnekler

Optimal pH konsantrasyonunun belirlenmesi
pH konsantrasyonlarinin kiif izolatin biiylime ve bozunma potansiyeli {izerindeki etkisini analiz

etmek i¢in, 250 mL'lik erlenmayer siselerindeki 100 mL MSM ortami, TCC (10 mg/L) ile
zenginlestirildi, MSM ortamina kiif izolat1 inokiile edildi (PDA petrilerinde biiyliyen miselden
1x1 cm olgiilerinde bir parca kesilerek alindi ve MSM ortamina ekildi). Hazirlanan 6rnekler
ayni anda farkli pH’lara (4-5-6-7) ile ayarlandi, 30 °C'de karanlik ve ¢alkalamali kosullarda
(150 rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen siipernatantta lakkaz ve manganez

peroksidaz enzim aktivitesi bakildi, ardindan kiiflerin biyokiitle agirligi 6l¢iildii.
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Sekil 11. TCC varliginda farkli pH 4-5-6-7 konsantrasyonlarinda hazirlanan 6rnekler

Optimal triklokarban konsantrasyonunun belirlenmesi
TCC konsantrasyonlarmin kiif izolatin biiyiime ve bozunma potansiyeli iizerindeki etkisini

analiz etmek i¢in, 250 mL'lik erlenmayer siselerindeki 100 mL MSM ortam1 farkli TCC
konsantrasyonlarda (5-10-30 mg/L) ayarlandi. MSM ortamina kiif izolat1 ekildi, 30°C'de
karanlik ve ¢alkalamali kosullarda (150 rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen
slipernatantta lakkaz ve manganez peroksidaz enzim aktivitesine bakildi, ardindan kiiflerin

biyokiitle agirlig1 dl¢iildii.
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Sekil 12. Farkli TCC konsantrasyonlarinda hazirlanan 6rnekler

Optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
Inkiibasyon siiresinin kiif izolatin bilyiime ve bozunma potansiyeli {izerindeki etkisini analiz

etmek i¢in, 250 mL'lik erlenmayer sisesindeki 100 mL MSM ortami 10 mg/L TCC ile
zenginlestirildi, MSM ortamina kiif izolat1 ekildi. 30°C'de karanlik ve ¢alkalamali kosullarinda
(150 rpm) inkiibe edildi. 3, 4, 5, 6 ve 7. giinliik inkiibasyon siireleri ardindan elde edilen
stipernatantlarda, HPLC ile degradasyon yiizdesi belirlendi, lakkaz ve manganez peroksidaz
enzim aktivitesi periyodik olarak izlendi ve kiiflerin biyokiitle agirligi 6l¢iildi.
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Sekil 13. Farkli inkiibasyon siirelerinde 6l¢iilmek i¢in hazirlanan numune

Analitik yontemler

Triklokarban'in degradasyonu

Ornekler diizenli araliklarla topland: ve 10 dakika boyunca 5000 rpm'de santrifiijlendi. Kiiltiirde
kalan TCC esit hacimde etil asetat ile ekstrakte edildi ve organik fazlar karistirildi. Ardindan,
susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra, organik fazlar 100 mL'lik diiz tabanli bir sisede
doner buharlastirict ile kuruluga kadar buharlastirildi. Konsantre TCC kalintilar1 2 mL aseton
icinde ¢oziildi. Numuneler HPLC ile analiz edildi (Yun H. et al. 2017b; Li et al. 2022). Tiim
numuneler HPLC ile C18 kolonlu (250 % 4,6 mm i.d., 5 um partikiil boyutu). Mobil faz: su ve
asetonitril (40:60) idi. HPLC analizi, Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezinde (DAYTAM) gerceklestirildi. Triklokarban
biyodegradasyon yiizdesi alttaki denklemi kullanilarak hesaplandi (Kor-Bicakci et al. 2020).

co - C1
Degradasyon yiizdesi = | —0 )] X 100

CO0; baslangig triklokarban konsantrasyonudur (mg/L),
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C1; nihai triklokarban konsantrasyonudur (mg/L).

Metabolitlerin tanimlanmasi

Secgilen ZA10 susu; belirlenen optimal kosullarda hazirlanmis 100 mL’lik MSM besiyeri
icerisinde gelistirildi. Kif kiiltiiri 6rnekleri (100 mL) diizenli araliklarla toplandi ve 10 dakika
boyunca 5000 rpm'de santrifiijlendi. Kiiltiir siipernatantt 1 M H2SOs kullanilarak pH 2.0'a
ayarlandi, numuneler etil asetat (1:1, v/v) ile 150 rpm'de 6 saat siireyle ekstrakte edildi.
Toplanan organik tabaka susuz NaxSOs tizerinde kurutuldu. Kalintilar metanol (HPLC Sinif1)
iginde ¢oziildii ve daha sonra 50°C'de 1 saat inkiibe edilerek BSTFA (20 pl) ile tiirevlendirildi.
Numunelerde pargalanan toksik madde tayini ve doniisiim tiriinleri Gaz kromatografisi (GC)-
kiitle spektrometresi (MS) ile analiz edildi. (Mulla et al. 2016). GC-MS analizi (GCMS-
QP2010 Ultra), Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezinde (DAYTAM) gergeklestirildi.

Sekil 14. GC-MS ve HPLC analizi i¢in hazirlanan numune
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Sekil 15. GC-MS analizi igin ekstraksiyon islemi.
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ARASTIRMA BULGULARI

TCC parcalayan Kiiflerin izolasyonu ve tanilanmasi

TCC parc¢alayan kiiflerin izolasyonu

Erzurum ilindeki belediye atiksu aritma tesisinden aktif camur numunesi alinarak hazirlanan
zenginlestirme kiiltiirlerinden, TCC'yi bozabilecek potansiyel mikroorganizmalar izole edildi.
Bu basamakta tek karbon kaynagi olarak TCC saglandi ve segici bir zenginlestirme teknigi
stirdliriildii. MSM besiyeri prosediirleri kullanilarak, zenginlestirme kiiltiirii teknigi boyunca

aktif camur numunelerinden 5 farkl: kiif susu izole edildi (sekil 16).

Sekil 16. izole edilen mikroorganizmalar (Segilen sus ok ile gosterilmektedir)
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Sekil 17. PDB icerisinde gelistirilen kiif izolatlar

TCC parcalayan izolatlarin degradasyon yiizdesi

MSM besiyeri ortaminda inkiibe edilen 5 farkli izolatin, TCC degradasyon yeteneklerine
bakildi. Enzim aktivitesine, biyokiitle agirligina ve TCC degradasyon yiizdesi sonuglarina gore
en iyi bozunma gosteren ZA 10 susu, 10 mg/L konsantrasyonundaki TCC'yi tolere edebildi.

Enzim aktivitesi ve biyokiitle

~®—=MNP ~@—LAC =&=Biyokiitle

400 04

350 0,35
=
S 300 03 _
Z 250 0,25 3
S @
> 200 02 =
X =2
< 150 015 &,
= 2
N 100 0,1
L

50 0,05

0 0
ZA3 ZA4 ZA7 ZA8 ZA10
Kiif izolatlar

Sekil 18. izolatlarin enzim aktivite ve biyokiitle dl¢iim sonuglari.
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MSM besiyeri ortaminda inkiibe edilen 5 izolatin TCC degradasyon yiizdesi HPLC analizi ile

belirlendi.
SUS DEGRADASYON YUZDESI
ZA10 %44
ZA4 %39
ZAS8 %26
ZA3 %13
ZA7 %2

Tablo 9. izolatlarmn TCC degradasyon yiizdesi.

Elde edilen degradasyon sonuglarina gore en ¢ok bozunma gosteren sus ZA10 susu olarak

belirlendi ve bu izolat ¢alismanin sonraki asamalarinda kullanilmak tizere secildi.

Sekans analiz sonuglari

Macrogen firmasi tarafindan analiz edilen 18S rRNA sekans verileri sonucu NCBI’dan elde

edilen benzerlige gore ZA10 kodlu izolatimizin Penicillium crustosum tiiriine ait oldugu

belirlendi. Daha sonra elde edilen izolatin, NJ (Neighbor-joining; Komsu katilimi-baglama)

yontemi ile filogenetik agag ¢izildi (Sekil 19).

ZA10

Penicillium crustosum (DTO403-D6)

Penicillium solitum (FRR 937)

Penicillium griseofulvum (CBS185.27)

Penicillium mononematosum (CBS 172.87)
Penicillium roqueforti (CBS 221.30)

-

—

Penicillium brasilianum (CBS 253.55)
- Penicillium gorlenkoanum (CBS 408.69)

Penicillium citrinum (NRRL 1841)
Enicilh’um steckii (CBS 260.55)

Penicillium tropicum (CBS 112584)

0.05
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Sekil 19. ZA10 kodlu izolatin, 18S rRNA gen analiz sonuglar1 temel alinarak olusturulmusg
olan Neighbour-Joiningfilogenetik agaci

Rhizopus oryzae dis grup olarak kullanilmigtir.
Secilen ZA10 Kiif izolati

MSM ortaminda en yiiksek degradasyon yiizdesi ile, ZA10 susu sonraki ¢alismalar i¢in segildi.
ZA10, PDA besiyeri tizerinde 30°C'de 8 giin boyunca biiyiitiildii.

Sekil 20. ZA10 Penicillium crustosum 4.giin
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Sekil 22. ZA10 Penicillium crustosum 8.giin
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Sekil 23. PDA+ABTS iizreinde ZA 10 izolatinin lakkaz enzimi salgiladigini gézlemlemek (renk
degisimi).

Optimal kosullar ve triklokarban degradasyonu

Secilen ZA10 izolatinin TCC parcalama verimini arttirmak i¢in c¢esitli ortam kosullarinin
(sicaklik, pH, TCC konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi) optimizasyonu gerceklestirildi. TCC
degradasyon deneyleri 250 ml’lik erlenmayerlerde hazirlanan 100ml’lik numunelerde MnP ve
LAC enzim aktiviteleri ve biyokiitle agirligi dlgiilerek belirlendi.

Optimal sicaklik belirlenmesi

ZA10 izolat1 ile TCC degradasyonunda optimal sicakligi belirlemek i¢in 25-30-37°C' ortam
kosullart denendi. Bu ortam kosullarindaki inkiibasyonun ardindan elde edilen siipernatant i¢in
yapilan enzim aktivitesi ve biyokiitle agirlig1 6l¢iimii sonuclarma gore en iyi verimin elde

edildigi sicaklik 30°C olarak belirlendi.
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MNP ~®-LAC =®=Biyokiitle g/L

400 0,4
T

350 f 0,35
= 300 i 03
5 ¢ . =
= 250 ¥ L T 0,25 Bb
8 - + 2
= 200 = 02 =
g 2
E 150 0,15 2
= &
N
5 100 0,1

50 0,05

0 0
25° 30° 37°
Sicakhik

Kiiltiir Kosullari; TCC konsantrasyonu: 10 mg/L, Inkiibasyon siiresi: 9giin,
Calkalama hizi: 150 rpm

Sekil 24. Farkli sicakliklarda enzim aktivitesi ve biyokiitle agirlig1 sonucu.

Optimal pH konsantrasyonunun belirlenmesi

ZA10 izolat1 ile TCC degradasyonunda optimal pH konsantrasyonu belirlemek i¢in pH 4, 5, 6
ve 7 denendi. Bu ortam kosullarindaki inkiibasyonun ardindan elde edilen siipernatant igin
yapilan enzim aktivitesi ve biyokiitle agirhig 6l¢limii sonuglarma gore en iyi verimin elde

edildigi pH 5 olarak belirlendi.
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MNP LAC == Biyokiitle g/L

400 0,45

350 0,4

0,35

- 300
2 03
250 S
[72]
8 025 @
> 200 =
v 0,2 =
< S
E 150 - p—
i~ 0,15 M
c
W 100 01

50 0,05

0 0

pH 4 pH S5 pH6 pH7
pH konsantrasyonu

Kiiltiir Kosullari; TCC konsantrasyonu: 10 mg/L, Inkiibasyon siiresi: 9giin,
Calkalama hizi: 150 rpm; Sicaklik: 30°C.

Sekil 25. Farkli pH konsantrasyonunda enzim aktivitesi ve biyokiitle agirligi sonucu

Optimal triklokarban konsantrasyonunun belirlenmesi
ZA10 izolat1 ile TCC degradasyonunda optimal TCC konsantrasyonunu belirlemek i¢in farkli

TCC konsantrasyonlari (5-10-30 mg/L) denendi. Yapilan enzim aktivitesi ve biyokiitle agirhigi

sonucunda en iyi verimin elde edildigi TCC konsantrasyonunun TCC =10 mg/L oldugu

belirlendi.
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MNP LAC == Biyokiitle g/L

400 0,4

350 0,35
= 300 + = 03

L

2 ; : ¢ s
-z 250 T 0,25 &b
b 5 =
2 200 0.2 E
Z\E 150 0,15 2,
S TR
g %)
5 100 0,1

50 0,05

0 0
5 mg/L 10 mg/L 30 mg/L
Konsantrasyon

Kiiltiir Kosullari; TCC konsantrasyonu: 5-10-30 mg/L, Inkiibasyon siiresi: 9 giin,
Calkalama hizi: 150 rpm; Sicaklik: 30°C, pH:5

Sekil 26. Farkli TCC konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi ve biyokiitle agirligi sonucu.

Optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
ZA10 izolat1 ile TCC degradasyonunda optimal inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in 3, 5, 7 ve

9. giinlerde enzim aktivitesi ve biyokiitle 6l¢iimleri alindi ve degradasyon yiizdesini HPLC ile
Olctimleri alarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore en 1yi verimin elde edildigi inkiibasyon

stiresinin 7. giin oldugu belirlendi.
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~0—=MNP ~®-LAC =#=DBiyokiitle g/L

400 0,45
350 0,4
0,35
g 300
2 03 g
= 250 0
2 025 %
2 200 E
E\E‘ 0,2 =
£ 150 2
= 015 A
T 100
0,1
50 0,05
0 0
3.giin 5.giin 7.giin 9.giin
Giin

KULTUR KOSULLARI; TCC konsantrasyonu: 10 mg/L, Calkalama hizi: 150
rpm, Sicaklik: 30°C, pH:5

Sekil 27. Farkli inkiibasyon siiresinde enzim aktivitesi ve biyokiitle sonucu.

Farkli inkiibasyon siirelerinde HPLC ile degradasyon yilizdesi belirlenmesi tablo 10’da
gosteildi.

Tablo 10. Farkli Inkiibasyon siiresinde HPLC ile belirlenen degradasyon yiizdesi.
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Degradasyon Yiizdesi 48% | 51% | 67% | 73%
INKUBASYON SURESI

KULTUR KOSULLARI; TCC konsantrasyonu: 10 mg/L, Calkalama hizi: 150
rpm, Sicaklik: 30°C, pH:5.

Elde edilen HPLC kromatogram tablo 11°da gosteildi.

Tablo 11. Farkl: inkiibasyon siirelerinde HPLC ile belirlenen degradasyon sonucu.

Chromatogram
uAl
100006_ ‘ 1 PDA Multi 1 275nm. 4nm
75000 |
50000+ |
. | £
. I g
25000 I k-
| -
i | s
] k =
0__ JJI — B /¥
— T 7 T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T | T T T T ] T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 200
min
QuantitativeResult
PDA
[1D# [ Ret Time | Name [ Conec. [ Uit Area ]
1] 13.476 | Trichlocarban | 5.195 | _mgl | 509542 |
3. Giin
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Chroma togram
wAU
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0.0 25 50 1.5 10.0 12.5 15.0 175 200
min
QuantitativeResult
PDA i i
[ID# [ Ret Time | Name [ Conc. | Unit | Area |
[T ] 13490 | Trichlocarban | 4926 | mgllL | 484080 |
4. Giin
Chromatogram
uAU
50000 | 1 PDA Multi 1 2750m 4an
40000+
300004 ||
20000 | g
] | £
1 | 2
_ | =
] | 2
10000 | =
‘ \ .'I
a S~ Y S -
T T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T
0.0 25 5.0 1.5 10.0 12.5 15.0 175 200
min
CQuantitativeResult
PDA _ _
[ 1D# | Ret Time | Name [ Conc. | Unit | Area |
1T 1 13479 | Trichlocarban | 3263 | magll | 326594 |
5. Giin
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Chromatogram
uAU

40000_ ‘ 1 PDA Multi 1 2750m 4nm
30000+ |
20000 |
J | o
il | £
i I :
i | =
10000+ | =
l -
7 !
1
i ‘ I'\\ .|'I ‘\
N — )~
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 200
min

QuantitativeResult
PDA i i
[ID#] Ret Time [  Name | Conc. [ Unit | Area |
[T ] 13476 | Tnchlocarban | 2715 | mg/ll | 274657 |
6. Giin
Chromatogram
uwAT
40000_ | 1 PDA Multi 1 275nm_ 4nm|
30000 |
20000— |
1 |
i [ =
. | £
10000 \ _;
i III =
\ =
\ '
b . "f\
) e N A
o — — - e ————
e B e S s o I B e e L e oo e e N s B e T I e e e e
0.0 2.5 5.0 7.5 1000 12.5 15.0 17.5 200
min
QuantitativeResult
PDA _ -
[ID# | Ret Time | Name [ Conc. [ Unit ] Area |
| 13,4592 | Trnchlocarban_| 1.205 || 131693 |
7. Giin

Elde edilen sonuglara gore en iyi verimin elde edildigi inkiibasyon siiresinin 7. giin oldugu
belirlendi.
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Optimal parametreler ile hazirlanan érnegin GC-MS ile analizi

Belirlenen tiim optimal parametreleri ayarlayarak biyolojik bozunmayr en iyi sekilde
gerceklestirebilen ZA10 kodlu izolat ile hazirlanan numunelerdeki TCC pargalanma doniisiim
tirtinleri GC-MS ile analiz edildi. Belirlenen optimal parametreler asagidaki gibidir; TCC
konsantrasyonu 10mg/L, sicaklik 30°C, pH:5, inkiibasyon siiresi: 7 Giin, ¢alkalama hizi: 150
rpm, karanlik kosullar altinda. GC-MS ile triklokarban standart ve bilesigin kiitle spektrumlari
sekil 28°da gosterildi.
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A) GC-MS triklokarban standart. B) GC tutma siireleri sirasiyla 17.599 ve 21.247

dakika idi. bilesigin kiitle spektrumlari, sirastyla 4-kloroanilin ve 3,4-dikloroanilin

tiirevleri gibi gercek bilesiklerle ayniydi. C) 4-kloroanilin kiitle spektrumu. D) 3,4-
dikloroanilin kiitle spektrumu.

Belirlenen tiim optimal parametreler: TCC konsantrasyonu 10mg/L, sicaklik
30°C, pH:5, inkiibasyon siiresi: 7 Giin, ¢alkalama hizi: 150 rpm, karanlik kosullar
altinda.

Sekil 28. TCC'nin ve doniislim tiriinlerinin 4-kloroanilin (4CA) ve 3,4-dikloroanilinin (3,4-
DCA) GC-MS tanimlamasi.

Triklokarbanin, Penicillium crustosum ZA10 tarafindan degradasyonu sonucunda
triklokarban 3,4-dikloroanilin ve 4-kloroaniline doniismiis ve 3,4-dikloroanilin de kloriir
iyonlarinin salinmasiyla 4-kloroaniline dontismiistiir (Sekil 29). Benzer bir yol daha 6nce

yapilan ¢alismalarda da onerilmistir (Miller et al. 2010; Mulla et al. 2016; Li et al. 2022)
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Sekil 29. TCC'nin degradasyon iiriinleri.
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TARTISMA VE SONUC

Farmasoétik ve kisisel bakim tiriinlerinin genis ¢apli kullanimi, bu maddelerin 6zellikle atiksu
atiklar1 ve biyokatilarda birikimine ve aritim islemlerinin ardindan dahi yiiksek oranlarda tespit
edilebilmelerine yol agmustir. Bu tiir bilesiklerden biri de daha ¢ok antimikrobiyal 6zelligi ile
On plana ¢ikan ve gliniimiizde tekstil, kozmetik, saglik sektorii basta olmak {izere bir¢ok alanda
yaygin olarak kullanilan triklokarban (3,4,4'-triklorokarbanilid, TCC)’dir. Atik su desarji
yoluyla, TCC siirekli olarak yiizey sularina salinir. Cevredeki énemli TCC kaynaklari, konut
veya konut dis1 kaynaklardan gelen atik sularin kanalizasyona atilmasidir. Bu bilesik atik su
aritma tesislerine taginir ve daha sonra atik su, tarim arazilerinde sulama i¢in kullanildig1 alici
akiglara gider. Atik su aritma tesislerindeki isleminden sonra elde edilen camur, gesitli
amaglarla araziye uygulanabilir veya depolama alanlarinda yok edilebilir (Amigun Taiwo et al.
2022). Atiksu aritma tesislerinde TCC'nin sik kullanimi ve yeterli aritilmamasi, gesitli
ortamlarda birikmesine, sedimentlerde ve biyokatilarda TCC konsantrasyonlarmmin mg/kg
seviyelerine kadar birikmesine neden olmustur (Yun H. et al. 2017b). Yapilan bazi
caligmalarda triklokarbanin canlilarla yeniden maruziyetinin ¢esitli saglik problemlerine yol

acabilecegi bildirilmistir (Armstrong et al. 2017; Yun H. et al. 2020; Li et al. 2022).

TCC'nin farkli gevresel matrislerdeki kaderi hala tam olarak anlagilamamis olmasindan dolayz,
¢evreye yeniden karismasini 6nlemek ve yayilmasini kontrol altina almak i¢in etkili dnlemlerin

alinmas1 gerekmektedir.

Biyodegradasyon, mikrobiyal topluluklarin metaller, organik ve inorganik maddeler gibi atiksu
camur iceriklerinin/bilesenlerinin yapisini parcalamak veya degistirmek i¢in cok 6nemli roller
oynadig1 dogal bir c¢iirlime veya bozunma siirecidir. Atiksu bilesenlerinin biyolojik olarak
parcalanmast biyolojik ayrismayr (katilarin ¢okelme Ozelligi), biyokat1 birikimini,
filtrelenebilirligi ve susuzlastirilabilirligi 6nemli Ol¢iide artirir (Mannan et al. 2005).
Dolayisiyla TCC'nin ve metabolitlerinin giderilmesi i¢in biyodegradasyon islemi etkili ve
ekonomik bir yoldur. TCC'yi parcalayabilen ¢esitli mikroorganizmalarin izolasyonu,
biyoremediasyon uygulamalarinin ana temelini olusturmaktadir (Yun H. et al. 2017 b).
Kimyasal ve fiziksel tekniklerle karsilastirildiginda, TCC'nin mikrobiyolojik degradasyonu ve
dontisiimii, nispeten yliksek verimlilik ve ¢evre dostu Ozellikler dahil olmak tiizere cesitli
avantajlara sahiptir (Li et al. 2022). Bununla birlikte, TCC'nin direngli ve antimikrobiyal
ozellikleri goz oniine alindiginda, TCC'yi etkili bir sekilde bozan mikrobiyal tiirler lizerine

yapilan arastirmalar sinirlidir (Halden and Paull 2005).

56



Calismamiz, Erzurum ili atiksu aritma tesislerinden izole edilen ve TCC'yi degrade etme
yetenegine sahip oldugu tespit edilen ZA10 kodlu Penicillium crustosum’un izolasyonuna
iliskin ilk rapordur. Calismada, sivi ortamda secilen izolat tarafindan bozunan TCC
konsantrasyonu 10 mg/L idi, boyle bir konsantrasyon onceki calismalara gore yiiksektir.
Penicillium crustosum ZA10 kiif susunun MSM ortaminda biiyiimesini ve bilesimini etkileyen
pH, sicaklik, TCC konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi gibi ¢esitli ¢evresel faktorler optimize
edildikten sonra degradasyon yiizdesi %88’e¢ kadar arttirllmistir. Elde edilen degradasyon
yiizdesi onceki caligmalara gore yiliksektir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda TCC'yi degrade
ettigi tespit edilen bakteri suslari arasinda yer alan Sphingomonas sp. YL-JM2C susu, 4 mg/L
TCC konsantrasyonunda MSM ortaminda 5 giinde TCC'nin %35'ini degrade etmistir (Mulla et
al. 2016). Rhodococcus rhodochrous BX2 adli bakteri susunun ise, 5 giinde TCC'yi yiiksek
verimlilikle pargalayabildigi (%76,8) ve mineralize edebildigi gosterilmistir (Li et al. 2022).
Tarim topragindan izole edilen Pseudomonas fluorescens MC46, 9,46 mg/L TCC
konsantrasyonunda 6 giinde TCC'nin %67'sini doniistiirebilmistir (Taweetanawanit et al. 2019).
Ochrobactrum sp. MC22, MC22 susu MSM ortaminda 1,3 mg/LL TCC konsantrasyonunda 6
giinde TCC'nin %78'ini degrade etmistir (Sipahutar and Vangnai 2017). Daha 6nce yapilan
caligmalara gore bozunma yolu, TCC'nin 3,4-dikloroanilin (3,4-DCA) ve 4-kloroanilin
oldugunu gosterilmis (Mulla et al. 2016; Sipahutar and VVangnai 2017; Yun H. et al. 2017b; Li
et al. 2022).

Simdiye kadar, TCC'nin iki amid baginin hidrolizi veya halojensizlestirme yoluyla biyolojik
olarak doniistiiriildiigii bildirilirken, halojensizlestirme genellikle anoksik ortamlarda tespit
edilemeyen bir oranda ger¢eklesmektedir (Venkatesan et al. 2012). TCC'nin aerobik
hidrolizinin nispeten hizli oldugu rapor edilmistir (Mulla et al. 2016; Yun H. etal. 2017b). Atik
su aritma ¢amuru icin, genellikle besin maddesi ve karbon agisindan zengin bir materyal
olmasina ragmen, bu substratlarin fonksiyonel mikroorganizmalar i¢in yeterli olup olmadig1
veya gercekten mevcut olup olmadigr belirsizdir. Ayrica, AAT'lerin ¢cogunda aerobik ve
anaerobik siireclerin her ikisi de yer almaktadir (Yun H. et al. 2017a), eklenen fonksiyonel
mikroorganizmalarin oksijen sinirlamasina veya diger elektron alic1 kosullarina uyum saglayip

saglamayacaginin dogrulanmasi gerekir.

Sonug olarak bu calismada, belediye atiksu aritma tesisinden alinan aktif camur numunesinden
triklokarban1 degrade etme yetenegine sahip oldugu gosterilen yeni, yerel bir izolat elde edildi
ve mevcut izolatr Penicillium crustosum ZA10 tiiriine ait bir sus oldugu tespit edildi. izole
edilen Penicillium crustosum ZA10 susunun MSM besiyerinde pH=5'te, 7 giinliik inkiibasyon
ile ve 30°C sicaklikta, 10 mg/L TCC’yi %88 oraninda degrade edebildigi belirlendi. Ayrica,
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Penicillium crustosum ZA10 kiif susu tarafindan tretilen manganez peroksidaz ve lakkaz
enzimlerinin TCC'nin biyolojik bozunmasina es zamanli olarak katildig1 gosterildi. TCC’nin
ZA10 kiift ile biyodegradasyonu sonucu ortaya ¢ikan iki ara metabolit (3,4-dikloroanilin ve 4-
kloroanilin) GC/MS ile belirlendi. Bu ¢alisma, Penicillium crustosum ZA10 susunun atik
sudaki triklokarbanin bozunmasi i¢in etkili bir secenek olabilecegini gosterdi. Boylece,
diinyada 6nemli kirlilik sorunlarindan biri haline gelen PPCP ajani triklokarbanin mikrobiyal
degradasyon yontemi ile ortadan kaldirilmasinda kullanilabilecek yeni bir mikroorganizma
kesfedildi, bu mikroorganizma ile yeni bir uygulama gelistirme konusunda ilk adim atilarak,
mevcut uygulama ile yapilacak diger ¢alismalara zemin hazirlandi. Sonraki ¢caligmalarda; diger
toksik organik kirleticilerin varliginda ve karigik mikrobiyal kosullarda degradasyon veriminin

nasil etkilenecegine yonelik arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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