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OZET

ATIKSU ARITIMI iCIN ADAPTE ASI KULTURUNUN CESITLI
TASIYICILAR KULLANILARAK KURU KARISIM OLARAK URETIMI VE
URUN VERIMLERININ BELIRLENMESI

Tayyibe ALPAY UYANIKER
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR
Aralik 2020, 248 sayfa

Atik su aritma sistemi {lizerindeki talepler ve ihtiyaclar inorganik azot ve
fosforun uzaklastirilmasi, organik karbonun yikimi, patojen giderimi, parcalanmasi zor
ksenobiyotik bilesimlerinin pargalanmasi konusunda yildan yila 6nemli dlgiide
artmigtir. Etkili bir ksenobiyotik uzaklastirma kapasitesine sahip bir mikrobiyal
toplulugun olusturulmasi genellikle, bilesige mevcut bir camurun yavas ya da az
uyumu ile bozulmaktadir. Bu duruma N-, P- ve C- uzaklastirilmasinda bozulma ile
camur ¢okme problemleride eslik etmektedir. Biyoaugmentasyon yani bakteri ya da
genetik bilgilerin eklenmesi ile yeni metabolik islevlerin olusturulmasi; topluluk
icerisinde, bu sorunlarin iistesinden gelmek icin olasi bir yontemdir. Bu ¢alisma ile
petrokimya endiistrisi atik  sularinda  bulunan p-toluik asit (p-TOL), 4-
karboksibenzaldehit (4-CBA) ve tereftalik asit (TFA) pargalama kapasitesinde olan
adapte, oldukca etkili ve performansi yiiksek as1 kiiltlirii olusturulup, reaktor
sistemlerinde  uygun ve ekonomik substratlar varliginda  ¢ogaltilmasi
gerceklestirilmistir. Cogaltilan bakteri kiiltlirlerinin, par¢alama ve canlilik aktivitesi en
uygun olacak sekilde liyofilizasyon ve farkli saklama kosullarinin belirlenmesi
amaclanmistir. Saklama kosullar1 +4°C ve +27°C olarak karsilastirilmistir. Aym

zamanda liyofilizasyon sonras1 vakumsuz saklama denemeleride yapilmistir.

Bu ag1 kiiltiirii karisimi belirli tastyicilar ile en uygun kosullarda liyofilize edilmistir.
Tas1yict olarak, lignoseliilozik dogal nisasta bilesenlerinden olmayan bitki materyalleri
Medicago sativa, Glycine max ve Helianthus annuus kullanilmistir. Tasiyicilar farkli

koruyucu maddeler ile eslestirilip farkli kuru karisim {iriin igerikleri olusturulmustur.
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Elde edilen tiriiniin 18 ay boyunca biyopargalama ve canlilik aktivitesi belirlenmistir.
En iyi iriinler stirekli karisimli tank reaktorii'nde (CSTR) aktif ¢amur sisteminde
denenmistir. CSTR 06l¢eginde, toplam kimyasal konsantrasyonlar1 en yiiksek 1200
mg/L olacak sekilde TFA, p-TOL ve 4-CBA degradasyonu degerlendirilmistir. Uriin
icerisinde segili mikroorganizmalarin CSTR reaktorde Real-Time PCR ile takibi
yapilmistir. Molekiiler sonuglar Comamonas, Acinetobacter, Chryseobacterium ve
Raoutella'nin en iyi tiriin reaktoriinde baskin cinsler oldugunu gosterdi. +4°C “‘yonca’’
icerigi, tez calismasinda kullanilan igerikler arasinda canliligini en yiiksek diizeyde
koruyan grubudur. +4°C’deki en iyi HPLC sonuglarina baktigimizda TFA (40 mg/L),
p-TOL (40 mg/L) ve 4-CBA (30 mg/L)’nmin %100 giderimi 4-7 saat igerisinde
“‘yonca’’, ‘‘aycice8i kiispesitskimmilk’ ve ‘‘soya kiispesi’’ iirlin iceriklerinde
gerceklesmistir. +27°C’de ise en iyi grup  ‘‘yoncatsilika’ olmustur. Ayrica
ekotoksikolojik degerlendirmeler Mikrotoks (Modern Water M500) toksisite dl¢iim
cihaz1 verilerine dayanarak yapilmistir. Biyoparcalanma aktivitesi sonucu olusan
metabolitlerin ekotoksikolojik sonuglar1 degerlendirildiginde ECS50 esik degerinin
altinda kaldigi, toksik olmadig1 saptanmistir. Bu sayede ticarilestirilebilecek, raf dmrii

uzun as1 kiiltiirleri elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Biyoaugmentasyon, biyopar¢alanma, atik su aritimi,

liyofilizasyon, tasiyici kullanarak kurutma, petrokimya endiistrisi.



ABSTRACT

PRODUCING THE MIXED CULTURE ADAPTED FOR THE
WASTEWATER TREATMENT AS A DRY MIXTURE USING VARIOUS
CARRIERS AND DETERMINATING THEIR PRODUCT EFFICIENCY

ALPAY UYANIKER, Tayyibe
PhD in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR
December 2020, 248 pages

The demands and needs on the wastewater treatment system have increased
significantly over the years in the subjects of removal of inorganic nitrogen and
phosphorus, reduction of organic carbon, pathogen removal, breakdown of difficult-to-
break xenobiotic compounds. The formation of a microbial community which is
capable of effective xenobiotic removal is often impaired by slow or poor adaptation
of a slurry present to the compound. This situation is accompanied by impaired removal
of N-, P- and C- and sludge settling problems. Within the community, bioagumentation
which means creating new metabolic functions by adding bacteria or genetic
information; is a possible method for dealing with these problems. With this study, an
adapted, highly effective and high performance inoculation of culture with the
degradation capacity of p-toluic acid (p-TOL), 4-carboxybenzaldehyde (4-CBA) and
terephthalic acid (TPA) which are found in petrochemical industry wastewater was
created, and thereafter in the reactor systems reproduction was carried out in the
presence of economic substrates. It is aimed to determine the lyophilization and
different storage conditions of the replicated bacterial cultures so that the lysis and
viability activity will be optimal. Storage conditions are compared as +4°C and +27°C.
At the same time, non-vacuum storage trials were conducted after lyophilization. This
reproducted mixed culture is lyophilized with specific carriers under optimal
conditions. As carriers, plant materials Medicago sativa, Glycine max and Helianthus
annuus, which are not lignocellulosic natural starch components, were used. Carriers

were matched with different preservatives and different dry mix product contents were



created. Biodegradation and viability activity of the obtained product was determined
for 18 months. The best products have been tested in an activated sludge system in a
continuous mixing tank reactor (CSTR). On the CSTR scale, TPA, p-TOL and 4-CBA
degradation were evaluated with total chemical concentrations of the highest 1200
mg/L. The selected microorganisms in the product were monitored by real-time PCR
in the CSTR. Molecular results showed that Comamonas, Acinetobacter,
Chryseobacterium and Raoutella were the dominant strains in the top product reactor.
The content of +4°C “clover” is the group that preserves its vitality at the highest level
among the contents used in the thesis study. When we look at the best HPLC results at
+4°C, 100% removal of TPA (40 mg/ L), p-TOL (40 mg/ L) and 4-CBA (30 mg/ L)
within 4-7 hours, “clover”, “sunflower meal + skimmilk™ and “soybean meal” product
contents. At +27°C, the best group was "clover + silica" content. In addition,
ecotoxicological evaluations were made on the basis of Microtox (Modern Water
M500) toxicity measurement device data. When the ecotoxicological results of the
metabolites whic are formed as a result of biodegradation activity, were evaluated, it
was found that they were below the EC50 threshold level and were not toxic. In this
way, inoculation cultures with long shelf life that can be commercialized were

obtained.

Keywords: Bioaugmentation, biodegradation, wastewater treatment, lyophilization,

drying using carriers, petrochemical industry.
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ONSOZ

Biyoaugmentasyon, saf bakteri kiiltiirleri yerine karisik konsorsiyum
kullanilarak yapilir. Bunun nedeni, hidrokarbon karisimima yonelik bozunma
islemlerinin ardisik asamalarinda farkli bakteri tiirlerinin yer almasidir. Dogal
bakterilerle biyoaugmentasyon avantajlidir, bunun nedeni her bakteri toplulugunun
yasadigl ortama Ozel olarak adapte olmasidir. Bakteriler dogal ortamlarina benzer
kosullarda tutuldugunda kirleticileri en hizli sekilde tiiketirler. Dogal bakterilerle,
kirletici maddelerin mikrobiyal uzaklastirma siireci, daha fazla besleyici veya fiziksel
ve kimyasal degisiklik gerekmeden, dogal mikroorganizmalar biyoremediasyon

sistemine dahil edilir edilmez baslayabilir.

Danigman hocam Sayin Prof. Dr. Giiven OZDEMIR ile birlikte hocamin daha
once konuyla ilgili gergeklestirmis oldugu calismalarin ¢iktilarint degerlendirerek
mikrobiyal metabolizmay1 gelistirmek ve verimli, uygun maliyetli, cevre dostu bir
teknik ile triin elde edebilmek {izere yola ¢iktik. Daha Onceki yillarda, Petkim
Petrokimya Holding A.S. biyolojik aritma tesislerinde gerceklestirilen ¢aligmalardan
olumlu sonuglar alinmasi ve bu iiriinlerin sanayide kullanilmasi iizerine, derinlemesine
caligmaya basladik. Bu tip yararl bakteriler ilkemizde bulunan cesitli tesislerde zaman
zaman kullanilmaktadir. Ancak bu tip ticari bakterilerin kullanilmas1 siirlidir. Ticari
olarak gelistirilen bu bakterilerin hidrokarbon parcalama 6zellikleri bir siire sonra yok
oldugundan birkag ¢ogaltimdan sonra organizma etkinligini ve aktivitesini
kaybetmektedir. Bu yiizden sanayi kuruluslari devamli olarak bu bakterileri satin almak
zorunda birakilmakta ve bunun sonucunda iilkemiz ekonomisi agisindan ciddi maddi
kayiplara neden olmaktadir. Prosesin ekonomik boyutu diisliniildiiglinde bakteri
populasyonunun 6z kaynaklarimizca gelistirilerek sanayi kuruluslarmma sunulmasi

gerekliligi ¢arpict bir sekilde ortaya ¢ikti.

Bu tip ¢oziimleri liretebilecek bilgi birikiminin iilkemizde olmadig1 kanaatine her
zaman olup, ¢dziim ithal teknolojilerde aranmaktadir. Ulkemiz simrlari igerisinde

kendi iiriinlimiizii kendimiz {iretebilecegimiz kanisi ile calismalara bagladik. Bu



Xii

noktada kendimize inancimiz ve giivenimiz hem bilimsel hem de kisisel anlamda

tamdi.

Toz halde raf 6mrii yiiksek kararli bir halde kullanilabilecek hazir bir materyal
elde ettik. Ulkemiz adma oldukca yararli ekonomik ve ticari faydalar getirecegi
beklentisindeyim. Calismamin her agsamasinda heyecan duydum. Danisman hocamin
destekleri ile gergeklestirdigim bu ¢alisma konusu ile ‘Doktor’ tinvanini aliyor olmak

benim i¢in biiyiik bir mutluluk ve gurur kaynagi olacaktir.

Izmir, 28/12/2020 Tayyibe ALPAY UYANIKER
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1. GIRiS

Giliniimiizde geleneksel aktif ¢amur sistemleri hala yaygin olarak atiksu aritim
tesislerinde kullanilmaktadir ve onlar genellikle atiksuyun kolay pargalanabilir
bilesikleri i¢in ig goren sistemlerdir. Ancak rekalsitrant bilesiklerin bu sistemlere
aniden girisi veya giris suyunda onlarin oranmin artmasi sistemi basarisizliga
ugratmaktadir. Bu sistem diislikliigii baslica bu rekalsitrant bilesikleri pargcalama
kabiliyetindeki bakteri populasyonundaki azalmadan ya da uygun islevdeki
mikroorganizma eksikliginden dolayidir. Bir¢ok endiistriyel atik, mikroorganizmalara
yabanct olan ve mikroorganizmalarca pargalanmaya direncli olan insan yapimi

kimyasallar1 igerebilir.

Bir tesisin stirekli ve verimli bir sekilde igletilmesi icin, giren suda bol miktarda
bulunan kirletici kimyasallar1 metabolize edebilen ve sedimentasyon tankinda oldukca
hizli ¢okebilen floklar1 olusturma kabiliyetinde olan mikrobiyal kommunitenin
olusturulmasii gerektirmektedir. Bir aktif ¢camur biyoreaktdriinde bu parametreleri
saglamak amaciyla, mikroorganizmalarin maksimum seviyede islev gorebilmesi icin

istedikleri sartlarin optimum seviyede sunulmasi gerekmektedir.

Aktif ¢camur kommunitesinde genellikle organotrofik bakteriler baskindir.
Bunlarin biiyiik bir kism1 ¢amur floklarina dahil olmakla birlikte bazilar1 sivi igerisinde
serbestge dagilmis halde bulunurlar. Bakteriler gibi saprofit protozoanlarda, holozoik

protozoanlar ve rotiferler i¢in bir besin kaynag: olurlar.

Bu tip sistemlere parcalanmasi zor rekalsitrant bilesiklerin aniden girisi veya giris
suyunda bu tarz bilesiklerin oraninin artmasi sistemi basarisizlia ugratir. Bu
sistemdeki aritim verimi diisiikliigiiniin baslica nedeni ortamdaki bu rekalsitrant
bilesikleri parcalama kabiliyetindeki bakteri populasyonunun azalmasindan dolayidir.
Giliniimiizde bu sekilde olusan sistem basarisizhigini iyilestirmek icin en kuvvetli
strateji spesifik bakterilerin bir grubunu kullanarak gergeklestirilen biyoaugmentasyon

prosesidir (Makinen et al. 1993).



2

Biyoaugmentasyon, istenmeyen bilesiklerle kontamine olmus tehlikeli atik
bolgelerinde yerli - yabanci veya genetik olarak modifiye edilmis organizmalar ile bu

bilesiklerin uzaklastirilmasini hizlandiran bir prosestir (Limbergen et al. 1998).
Bu prosesin avantajlari;

- BOI5 ve KOI uzaklastirilmasini hizlandirilmasi

- Gres, Oil, Yag, ve spesifik bilesikleri uzaklastiriimasi

- Artan nitrifikasyon

- Filament6z sismenin kontrolu

- Soguk havalarda performans arttirilmasi

- Sistemin aritim kapasitesinin arttirilmasi

- Azalan ¢amur {iretimi

- Kontamine olmus sularin biyoremediasyonu seklinde belirtilebilir.

Bu islemde as1 olarak kullanilan organizmalar laboratuvar kosullarinda
biyodegradasyonu hedeflenen ksenobiotiklerin uzaklastirilmasinda yiiksek oranda
etkilidirler. Ancak dogal kosullar altinda bu laboratuvar strainleri mikrobiyal
kommuniteyi olusturmak i¢in ortamdaki mikroflora ile yarismak zorundadir (Goldstein
et al. 1985).

En fazla dogaya karisan ve pargalanmasi sorun olan bilesikler; ucucu
aromatikler; alkanlar ve polisiklik aromatik hidrokarbonlardir. Ugucu aromatiklerin
cevrede kalma siireleri kisa oldugu icin 6zellikle alkanlar ve polisiklik aromatiklerin

biyoaugmentasyonu ile ilgili olarak diinya da pek ¢ok basarili ¢alismalar yapilmistir.

2003 yilinda yapilan bir calismada, 3 kloroanilin sok yiiklemeye karsin aktif

camur blinyesinde bulunan mevcut mikrobiyal yapiy1 korumak amaciyla bir arag olarak
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bioaugmentasyon prosesini ¢alismiglardir. Denemelerinde nitrifikasyon, karbon
uzaklastirilmasi gibi fonksiyonlardaki degisiklikleri camurdaki mikrobiyal kommunite
yapist ile iligkili olarak incelemisler ve bu amagla yapisal incelemeleri Floresan
Yerinde hibridizasyon (Fluorescent In Situ Hybridization - FISH), Es zamanl (Real
time) PCR ve Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis - DGGE) cihazlarini kullanarak gergeklestirmislerdir. Bu arastiricilar,
bakteri inokulasyonu yapilan tesiste sok yiikkleme yapildigi zamanlarda organizmalar
tarafindan 3 kloroanilinin mineralizasyonunun yapildigini ve hizli bir nitrifikasyon

doniistimii oldugunu saptamiglardir (Boon et al. 2003).

(Ma et al. 2009), gelistirdikleri bir bakteri karisimini uygulayarak cesitli
hidrokarbon iceren Petrokimya atiksuyu biyoaugmentasyonunu gerceklestirmis ve
uygulama yaptiklart aktif camur tesisinde 20 giin sonra %84,2; biyoaugmentasyon
uygulanmamis aktif camur tesisinde ise %74,4 oraninda KOI uzaklastirimi

gerceklestigini saptamislardir.

Bir¢ok sirket tarafindan farkli 6zellikteki bakteriler kullanim alanlarina gore
satilmaktadir. Bu triinler, farkli karakterdeki atiklar1 veya parcalanmasi zor bilesikleri

parcalayan bakterileri icermektedirler.

Yapilan tez caligmasinda; Saflastirilmis Terefitalik asit (Purified Terephthalic
acid - PTA) atik suyu ana bilesenlerini ve polisiklik aromatik hidrokarbonlari
(PAH’lar) biyoparcalama yeteneginde ki yeni organizmalarin izolasyonu ve molekiiler
tanimlanmasi, daha sonra bu izolatlarin Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi ile
(High Performance Liquid Chromatography - HPLC) terefitalik asit, p-toluik asit ve 4-
karboksibenzaldehit biyopar¢alama aktivitelerinin belirlenmesi, en iyi biyopargalama
etkinligi gosteren izolatlar ile karisim elde edilip, raf dmriiniin uzatilmas1 amaciyla
uygun koruyucularla liyofilize edilerek kurutulmasi, kuru iiriiniin +4°C ve +27°C ‘de
18 aya kadar raf 6mrii caligsmalari, bu ¢alismalarin sonucunda biyopar¢alanma, canlilik
aktivitelerinin belirlenmesi ve en iyi {irliniin Sirekli Karistirmali Tank Reaktor
(Continuous stirred tank reactor - CSTR) igerisinde aktif ¢gamur sisteminde denenmesi
amaclanmigtir. Ayrica, mikroorganizmalarin, q-PCR ile aktif camur sisteminde

takibinin yapilmasi hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Petrokimya Endiistrisi Atik Sular:

Petrol ve diger enerji kaynaklarina olan ihtiyag, niifus artis1 ve diinya ¢apindaki
ekonomik gelisme ile artmaktadir. 2035 yilina kadar kiiresel enerji talebinin mevcut
seviyeden %37 artmasi bekleniyor (Outlook 2012) ve bu enerji talebinin biiyiik bir
kismi petrol iirlinlerine dayanmaktadir. Petrol endiistrisi kabaca dort sektore ayrilabilir:
1) arastirma, gelistirme ve {iretim; 2) hidrokarbon isleme (rafineriler ve petrokimya
fabrikalar1); 3) depolama, nakliye ve dagitim; ve 4) perakende veya pazarlama
(Jafarinejad 2016). Bu dort sektér ayni zamanda yukar1 akis (upstream), orta akis
(midstream) ve asagi akis (downstream) siiregleri olarak da bilinir (Macini and Mesini
2008).

Diinya capinda petrol rafinerileri ve petrokimya tesisleri (Petroleum refinery and
petrochemical plants - PRPPs) ham petrolii kullanarak 2500'den fazla farkli tiirde
degerli triin tiretmektedir (Mariano and La Rovere 2017). 2005 yilinda 84,7 milyon
varil (mbpd) iken, 2015 yilinda diinya genelinde giinde yaklasik 95 mbpd petrol
tiketildi (Macini and Mesini 2008). Gerekli su miktar1 ve tretilen atik su, tesisin
biiytikliigiine, kullanilan ham petrol tiirline, iiretilen {riinlere ve operasyonun
karmagikligina baglidir (Alva-Argaez et al. 2007). PRPP'ye verilen suyun, nihai iriine
katilmadig1 i¢in %80 - %90'min atik su olarak ¢iktig1 tahmin edilmektedir (Coelho et
al. 2006). Coelho et al.’e gore (ECA 2010), petrol rafinerisi prosesleri, islenen ham
petrol hacminin yaklasik 0,4-1,6 kati atik su iretir.

Atik sular, PRPP'de farkli proses ve operasyonlarda firetilir. Bazi atik sular,
dogrudan buharin kondense olmasiyla veya prosesin i¢indeki cesitli ekipmanlarda
kullanimi sonrasi tiretilir. Digerleri ise sogutma kulesi bosaltma prosesinde, pompa ve
kompresorlerin sogutmalarinda ortaya ¢ikmaktadir. Kimyasal ¢oziiciiler, ham petrol ile
kontamine olmus ve utilite alanlarda toplanan ylizeyden akan yagmur sulari, PRPP’nin
diger onemli ¢evre Kkirleticileri arasindadir. Biiylik ¢aptaki PRPP’ler de 6nemli
miktarda sihhi atik su {iretiyor. Bu ¢esitli atik su tiirleri baz1 durumlarda birlestirilebilir

ve aritma islemleri sirasinda da ayrilabilir (Jafarinejad 2017).
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PRPP'den gelen atik suyu yonetmek i¢in etkili atik su aritma ve yeniden kullanim
teknolojilerinin ¢ok 6nemli oldugu aciktir (Jafarinejad and Jiang 2019). Bu tiir
teknolojiler petrol endiistrileri igin faydalidir: 1) suyun geri dontistimii ile ek su kaynagi
saglamak, 2) ham petrol geri kazaniminin iyilestirilmesi ve 3) ¢evreye olan etkinin
azaltilmasi ve iyilestirilmesi. Geri doniisiim, yeniden kullanim ve azaltma (3R)
stratejisi, gelecekteki PRPP WWTP’lerin tasarimi ve isletimi i¢in temel bir prensip
olarak dahil edilmelidir (Jafarinejad and Jiang 2019).

2.1.1 PTA Atik Sulan

Saflastirilmig tereftalik asit (PTA), tekstil lifleri, filmler ve gida saklama ambalaj
maddeleri gibi hayatimizda birgok degerli uygulamalara sahip olan polietilen tereftalat
(PET) tiretimi i¢in en 6nemli petrokimya hammaddelerinden biridir (Razo-Flores et al.
2006).

Ulkemizde PTA iiretimi PETKIM Petrokimya Holding A.S. tarafindan
gergeklestirilmektedir. 1987 yilinda isletmeye alinan tesisin baslangi¢ kapasitesi
70.000 ton/yil’dir. 2015 yilinda fabrikanin kapasitesi yillik 105.000 ton/yil’a
ulasmistir. Ulkemizde PTA; Polyester elyafi (dacron, terilen, perilen, trevira gibi
ipliklerin imalinde), polyester film ve polyester recine yapiminda kullanilmaktadir. p-
Ksilen oksidasyonu sonucu TFA ve PTA olusumu gergeklesir. Sekil 2.1°de
gosterilmistir. ((Verma et al. 2011;Garg et al. 2017); PETROKIMYA, Sektorel Atik
Kilavuzlari, 2016) Sekil 2.2.de p-Ksilenin oksijen ile tereftalik aside

yiikseltgenmesinde olusan bilesikler gosterilmistir.

Uretim sonrasinda ¢cogunlugu tereftalik asit, para-toluik asit, benzoat, asetat ve
4-karboksibenzaldehit’dan olusan yiiksek konsantrasyonlarda organik yan iriinler
iceren atik su Uretilmektedir (Kleerebezem et al. 1999;Razo-Flores et al. 2006;Tomas
et al. 2013). Fitalat esterleri; toprak sediment veya yiizey sular1 gibi ¢esitli ortamlarda,
anoksik, anaerobik veya aerobik sartlarda biyolojik olarak pargalanabilmektedir (Liang
et al. 2007).
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Paralesilenin oksidasyonu

Ana reaksivon Yan reaksivon
CH; COOH CH;
D - +50
| P + 30, — » + 21,0 | P + 10,50, —» 8CO, + 50,
CH; COOH CH;
Para-ksilen Tereftalik asit CH;COOH+ 20, —® 2C0O, + 2 H,0

2CH;COOH—» CH3;COOCHs+ CO+ H,0

COOH COOH COOH
| i
e
CHO CH,
‘4-cba ] p-tol benzoik asit
CcooH COOH
+ ZHZ — - + HZO
CHO CH,
4-cba PTA

Sekil 2.1 p-Ksilen oksidasyonu sonucu PTA ve TFA olusum reaksiyonu

0 H 0 OH O OH O OH
CHj
© R R —_— e
CH CH CH
p-ksilen p-tolualdehit p-toluik asit ~ 4-karboksibenzaldehit Terefitalik asit

Sekil 2.2 p-Ksilen oksidasyonu sonucunda olusan bilesikler



7

2.2 Petrol Rafinerileri ve Petrokimya Tesisleri (PRPP) Atik Su Kalite ve

Desarj Yonergeleri

PRPP atik suyu ile iligkili uzun bir organik ve inorganik kirletici listesi vardir.
Yag ve gres (Y&G), toplam hidrokarbon igerigi (THC), toplam petrol hidrokarbon
(TPH) indeksi, biyolojik oksijen ihtiyac1 (BOI), ¢oziinmiis BOI (CBOI), kimyasal
oksijen ihtiyact (KOI), ¢oziinmiis kimyasal oksijen ihtiyac1 (CKOT]), toplam organik
karbon (TOK), amonyagin igerdigi nitrojen, toplam nitrojen, toplam askida kat1 madde
(AKM), toplam ¢oziinmiis kat1 (TDS) ve toplam metaller gibi su kalite parametreleri
genellikle su kalitesini karakterize etmek i¢in toplu 6l¢timler olarak kullanilir (Orszulik
2008). Siyaniir, fenol, benzen, toluen, etilbenzen ve ksilen (BTEX) gibi belirli
organikler, Cd, Ni, Hg, Pb ve vanadyum gibi 6zel metaller ve flortirler, fosfatlar,
siilfiirler, kloriirler ve diger mikro kirleticiler gibi inorganikler bazi caligmalarda
ol¢iilmistiir (EI-Naas et al. 2014). Genel fiziksel parametreler (pH (asitler, alkaliler),
sertlik, bulaniklik, 1s1, tat ve koku iireticiler) bazi durumlarda su kalitesi gostergeleri
olarak kullanilir (Nacheva 2011). PRPP'den elde edilen literatiir taramasi ve izleme
verileri, PRPP atik sularinin kalitesinin, PRPP'de kullanilan proseslere ve ham petroliin
ozelliklerine bagli oldugunu ve ayrica tesisten tesise Onemli Ol¢lide degistigini
gostermektedir (Schultz 2007). Tablo 2.1, tipik PRPP atik su kalite parametrelerinin
araligint ve Diinya Bankasi Grubu (WBG) tarafindan saglanan atik su desarj

kilavuzlarimi 6zetlemektedir (Schneider et al. 2011).

Tablo 2.1 PRPP atik sularinda yaygin olarak 6lgiilen su kalite parametrelerinin listesi
ve WBG atik desarj kilavuzlari

Tipik PRPP Atik suyu WBG Kilavuzlar

mg/L mg/L
Y&G 12.5-20223 10
BOI 90 — 685 30
KOi 300 - 600 125
AKM 28.9 — 950 30
Fenol 0.2-200 0.2
pH 6.7 -10.8 6-9
Bulanikhik 10.5 - 159.4 (NTU)
BTEX 1-100
Benzen 0.05
Benzo (a) piren 0.05
Toplam siyaniir 1
Serbest siyaniir 0.1

Agir metaller 0.01-100



Toplam krom 0.5
Hekzavalent krom 0.05
Bakir 0.5
Demir 3

Kursun 0.1
Nikel 0.5
Civa 0.03
Arsenik 0.1
Vanadyum 1

Toplam N 10
Toplam P 2

Siilfiir 0.2
Sicakhik <3

T.C. Cevre ve Sehircilik Bakanligt Su Kontrolii Kirliligi Yonetmeligi’nde
endistriler liretim tiplerine gore gruplandirilarak sektorler olusturulmustur. Petrol
Sanayii atik sularinin alici ortama desarj standartlar1  Tablo 2.2, 2.3, 2.4’te

gosterilmistir.

Tablo 2.2 Petrol Sanayii (Hidrokarbon Uretim Tesisleri)

Kompozit Numune Kompozit Numune

Parametre Birim 2 Saatlik 24 Saatlik

KOi (mg/L) 300 250
AKM (mg/L) 200 100
Y&G (mg/L) 20 10
HIiDROKARBONLAR = (mg/L) 15 10
'(“'_|m,\|°4”_3l<lt;m Azotu (mg/L) 20 10
Sodyum (Na) (mg/L) 250 200
Serbest Klor (CI) (mg/L) 0.3 -
Siilfat ( SO4) (mg/L) 2000 1700
Demir (mg/L) 10 8
Fenoller (mg/L) 2 1
Toplam Siyaniir (CN-) (mg/L) 1 0.5
Siilfiir (S2) (mg/L) 2 1
Civa (Hg) (mg/L) - 0.05
Kadmiyum (Cd) (mg/L) 0.15 0.10
Cinko (Zn) (mg/L) 1 0.5
Kursun (Pb) (mg/L) 1 0.5
Krom (Cr*®) (mg/L) 0.5 0.2
Bakar (Cu) (mg/L) 1 0.5
Balik Biyodeneyi (ZSF) - 6 4
pH - 6-9 6-9
(Ek satir:RG-24/4/2011

27914) (Pt-Co) 280 260

Renk
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Tablo 2.3 Petrol Sanayii (Petrol Rafinerileri ve Benzerleri)

Parametre

Birim

Kompozit Numune

Kompozit Numune

2 Saatlik 24 Saatlik

AKM (mg/L) 120 60
Y&G (mg/L) 20 10
HIiDROKARBONLAR  (mg/L) 15 10
(Ar\|n;|inr)\/|;]m Azotu (mg/L) 40 20
Siilfiir (S2) (mg/L) 2 1

Fenol (mg/L) 2 1

Krom (Cr*®) (mg/L) 0.2 0.1
Toplam Siyaniir (CN") (mg/L) 2 1

pH - 6-9 6-9

Tablo 2.4 Petrol Sanayii (Petrol Dolum Tesisleri ve Benzerleri)

Parametre

Birim

Kompozit Numune

Kompozit Numune

2 Saatlik 24 Saatlik
KOi (mg/L) 400 200
AKM (mg/L) 60 30
Y&G (mg/L) 40 20
HIDROKARBONLAR  (mg/L) 6 8
Fenol (mg/L) 2 1
Toplam Siyaniir (CN") (mg/L) 0.5 0.2
Siilfiir (S7) (mg/L) 2 1
pH 6-9 6-9

2.3 Petrol Hidrokarbonlar:

"Petrol", dogal gaz, kondensat ya da ham petrolden olusan bir hidrokarbon
karisimi olarak tanimlanabilir. Ham petrol, neredeyse tiim petrol iirlinleri i¢in ana
kaynak malzemedir. Ham petrol farkli sicaklik ve basinctaki distilasyon iglemlerinden
gecerilerek cesitli fraksiyonlar olusturulur ve bu fraksiyonlarda farkli petrol tirtinlerine
dontstiiriiliir. Dolayisiyla petrol iirliniiniin cinsi, iirlinde kullanilan ham petroliin
kaynama noktasinin dogrudan bir sonucudur. Ornegin, daha diisik damitma
sicakliklarina sahip daha hafif ham petrol fraksiyonlar dizel, jet yakitlari ve hafif isitici
yaglar1 i¢in kullanilir. Agir fuel oiller, damitma isleminden elde edilen kalintilardan
olusur ve en yiiksek damitma sicakliklarina sahip en agir fraksiyonlardan olusur.
Damitma sicakligl, ayn1 zamanda islevsel olarak yakitin uguculugunu da tanimlar,
benzinler oldukga ugucu ve artik yakitlar az ugucudur (Blaisdell and Smallwood 1993).
Damitma islemine ek olarak, ayr1 ayr1 petrol iiriinlerinin yapisi, iiriine istenen

ozellikleri vermek i¢in gerceklestirilen rafineri islemlerine de baghdir.
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Petrol Hidrokarbonlar1 (PH), neredeyse tamamen C ve H elementlerinden olusan
petrol bilesikleridir. Bunlar ayr1 olusumlar degildir, aksine hidrokarbonlarin molekiiler
agirligr ile genis bir aralikta bir siirekliligi temsil ederler. Benzin, dizel yakit ve ilgili
tiriinler yiizlerce ve bazen binlerce farkli PH igerir (Speight 2011). PH'ler asagidaki
gibi dort ana yapisal gruba ayrilabilir (Sekil 2.3) (Losikov and Traktovenko 1967):

(@) Alkanlar (veya parafinler): Doymus hidrokarbonlardir, yani her karbon atomu
bilesik olusturmak icin diger karbon ve hidrojen atomlariyla 4 tekli bag olusturur. Bu
hidrokarbonlar ayrica alifatiktir, yani karbon atomlar1 diiz veya dallanmis zincir

seklinde birlesir. Bu gruptaki bilesiklere 6rnek hekzan, heptan, oktan ve dekandir.

(b) Sikloalkanlar (veya naftalenler): Bu gruptaki hidrokarbonlar, halka seklinde
yapilardadir ve doymus hidrokarbonlardir. Metilsiklopentan ve etilsiklo-p-hekzan, bu

gruptaki hidrokarbon 6rnekleridir.

(c) Alkenler (veya olefinler): Bu gruptaki hidrokarbonlar doymamustir, yani en az iki
karbon atomu birden fazla kovalent bag ile birbirine baglanmistir. Bu gruba 6rnek eten

ve propendir.

(d) Arenler (veya aromatikler): Bu gruptaki tiim bilesikler en az bir benzen halkasi
igerir. Benzen, toluen, etilbenzen ve ksilen (BTEX) bilesikleri bu gruba girer. Bu grupta
ti¢ veya daha fazla kapali halka iceren bilesikler, poliniikleer veya PAH'lar olarak

adlandirilir. Fenantren ve piren bu gruptaki 6rneklerdir.
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Alkanlar
>C atomlar1 arasinda tek bag bulunur.
Ormnekler: Hegzan, Heptan, Oktan

Sikloalkanlar
Alifatikler >C atomlan halkah yapida baglanr.
Ornekler: Metilsiklopentan,
etilsiklohegzan

Alkenler
=>Bir ya da daha fazla ¢ift bag igerir.
Petrol Omekler: Eten, propen
Hidrokarbonlar

Monoaromatikler
>Yapilarmun bir par¢as: olarak benzen halkasi igerir.
Omekler: Benzen, toluen, etilbenzen, ksilen

Poliaromatikler
>Yapilarinda iki veva daha fazla kaynasik benzen

halkas: vardir. Ornekler: PAHs

Aromatikler

Sekil 2.3 Petrol hidrokarbonlar1 gruplar

2.4 Petrol S1izintilar

Petrol kirliligi, petroliin veya rafine edilmis iirlinlerinin herhangi bir sekilde
dokiilmesinden kaynaklanir. En biiyiik dokiilmeler tipik olarak, petrol veya depolardaki
yakitin kullanilmayan bir tankerden veya bir sondaj platformundan okyanusa, bir
mavna veya gemiden bir i¢ su yoluna veya bir kuyu patlamasi veya kirik boru hattindan
karaya veya tatli suya bosaltilmasini igerir. Ek olarak, baz1 biiyiik 6lgekli petrol
sizintilart kasith savas eylemlerinden kaynaklanmistir. Harap olmus siiper tankerler
veya kuyu platformlariyla iligkili biiyiik capli sizintilar hakli olarak si1zint1 konusunun
en ilgi ceken yanidir. Bunlar ortalama olarak, yaklasik 170.000 ton/yil petrol
sizintisidir. Bununla birlikte, nispeten kiigiik ancak sik sik gerceklesen desarjlar
sehirlerden akan sularla, petrol rafinerileriyle, "normal" tanker desarjlar1 ve diger kiy1
atik sulartyla iligkilidir ve bu desarjlar sik oldugu i¢in, biiyiik miktarda petrol sizintisina
neden olduklar1 gibi bir¢cok kiyr kenti ve limanlar i¢in tipik olan hidrokarbonlar
kontaminasyonlarindan ve kirliliklerinden sorumludurlar. 1970 yilindan bu yana, 99
iilkede yaklasik 700 olay kaydedilmistir, en ¢ok duyurulanlar Exxon Valdez (1989),
Erika (1999), Prestige (2002), Hebei Spirit (2007), Event Horizon (2010) ve Rena
(2011)’dir. Istatistikler biiyiik dokiilmelerin sayisinda diisiis egilimi gdsterse de (> 700
Mt), yillik kaza sayisi sabit kalmaktadir (yilda yaklasik 20-25) (Burgherr 2007;Chen et



12

al. 2018). Denizde gergeklesen ve felakete yol agan en biiyiik petrol sizintilar1 "siiper

tankerleri" (500 bin ton veya daha fazla kapasiteye sahip) igeren asagidaki kazalari

icerir (Sekil 2.4) (Mariano and La Rovere 2017):

1967, Giiney Ingiltere’de Torrey Canyon siipertankerinden 117 bin ton petrol
s1zintisi

1973, Macellan Bogazi’da Metula stipertankerinden 53 bin tonluk s1zint1

1978, Ingiliz Kanali’nda Amoco Cadiz siipertankerinden 230 bin tonluk sizinti
1989, Alaska’nin giineyinde Exxon Valdez tankerinden 36 bin tonluk sizint1
1993, Iskogya’nin Shetland Adasi’nda Braer tankerinden 84 bin tonluk sizint:
1996, Galler’de Sea Empress tankerinden72 bin tonluk sizint1

1999, Biskay Korfezi’nde Erika tankerinden 20 bin tonluk sizint1

2002, Atlantik’te Fransa ve Ispanya arasinda Prestige tankerinden 63 bin tonluk
s1zint1

2003, Pakistan’da Tasman Spirit tankerinden 30 bin tonluk sizint1

2009, Avustralya’nin kuzeyinde Montera tankerinden 30 bin tonluk sizint1

Acik deniz platformlarinda petrol kesfetmek amaciyla yapilan sondajlar

nedeniyle bazi biiyiik sizintilar olabiliyor:

1979, IXTOC-I kesif kuyusunun patlamasiyla Meksika Korfezi’nde
gergeklesen 500 bin tonluk si1zint1

1977, Norveg’in Kuzey Denizi bolgesinde Ekofisk platformunun patlamasi
nedeniyle 30 bin tonluk sizint1

2010, Louisiana Korfezi kiyisindaki Deepwater Horizon'da yaklasik 1.500 m
su derinliginde sondaj yapilan bir kesif kuyusunda ger¢eklesen patlama 669 bin
ton petrol sizintisina neden oldu ve milyarlarca dolarlik ekonomik zarar

meydana getirdi.
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Sekil 2.4 1k on global petrol sizintis1: (1) Ecuadorian Amazon (1972-93%) — 714xx; (2)
Gulf War (1991) — 7.6; (3) Deepwater Horizon (2010) — 5.0; (4) Ixtoc | (1979) — 4.4; (5)
Castillo de Bellver (1983) — 2.5; (6) Atlantic Express (1979) — 2.1; (7) Amoco Cadiz
(1978) — 1.6; (8) ABT Summer (1991) — 1.6; (9) Odyssey (1998) — 1.3; and (10) MT
Haven (1991) — 1.0 (Clifton 2014).

xY1l(lar); *xDegerler milyon barel cinsindendir.

2.5 Petrol Sizintis1 Sonrasi Olusan Etkiler

Petrol ve rafine iiriinleri ¢evreye kontamine olduktan sonra ¢esitli dogal siirecleri
etkilemektedir. Kimyasal ve fiziksel ozelliklerine bagli olarak, farli hidrokarbon
fraksiyonlar1 segici olarak buharlasacak, ylizeye yayilacak, suda ¢oziinecek, kalici
birikintiler olarak varligi siirdiirecek veya mikroorganizmalar ve giines ultraviyole

radyasyonu tarafindan pargalanacaktir (Baker et al. 1990) (Sekil 2.5).
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Duman ve buharlann Fotooksidasyon
buharlagmasi Riizgarh kosullar altinda atmosferik

aerosollerin (kiigiik, asih damlaciklar)
olusumu {
Yiizey kopiigii (Yagda Son form olarak yuzen asfaltik

yiizen su emiilsiyonu) katran toplannin olusamu

e DL

Su ylizeyinde bir
yag tabakasi
olusturan yayllma

n\

! sudaki mikroorganizmalar
tarafindan biyolojik bozunma

Su iginde
gergeklesen
¢ozimme

Su tiirbilansi yoluyla C—
yagl suda

emulsiyonlarin olusumu

Sekil 2.5 Suda meydana gelen petrol sizintisinin etkileri (Clark and MacLeod 1977).

Buharlasma Sulu veya karasal ortamda kalan dokiinti miktarinin
azaltilmasinda ucgucularin buharlagsmas1 Onemlidir. Buharlasma sayesinde denize
dokiilen benzinin neredeyse %100, ham petroliin %30-50'si ve bunker yakitinin
%10'n dagilir. Baska bir deyisle, nispeten daha hafif ve ucucu hidrokarbon
fraksiyonlari, geride daha agir kalintilar birakarak segici olarak buharlagir. Buharlagma

oranlari, 1lik sicakliklar ve siddetli riizgarlarla artar (Afshar-Mohajer et al. 2018).

Yayilma, bir petrol tabakasinin su veya kara ylizeyi iizerindeki hareketini ifade
eder. Yayilma, su iizerinde son derece genis alanlarda meydana gelebilir, ancak
topragin yiiksek emme kapasitesi nedeniyle karada ¢cok daha siirlidir. Suya yayilma
derecesi, dokiillen malzemenin viskozitesinden ve riizgar hizi, su tiirbiilans1 ve akintilari
gibi gevresel faktorlerden veya yiizeydeki buzunun varligindan etkilenebilir. Dalgasiz
deniz suyunun iizerine 1 m® petrol dokiilmesi, 100 dakika sonra 100 m ¢apinda 0.1 mm
kalinliginda kaygan bir tabaka olusturmaktadir. Sakin denizde 0,3 pm veya daha az
kalinlikta bir petrol tabakasi bile gozle parlak olarak goriilebilir. Ek olarak, sudaki bir
tabaka, akintilar ve riizgar tarafindan hareket ettirilir ve sonunda bir kiyiy1 petrol ile

yikayabilir.

Coziinme, bir yag tabakasiin altindaki suyun kirlenmesine neden olur. Daha
hafif hidrokarbonlar, suda daha agir olanlara gore daha fazla ¢6ziiniir iken, aromatikler
alkanlardan ¢ok daha fazla ¢oziiniirdiir. Denize petrol dokiilmesinden sonra, kaygan

tabakanin birka¢ metre altinda bulunan sudaki hidrokarbon konsantrasyonu 4-5 ppm
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(g/m?®) olabilir, bu da normal olarak ortamdaki deniz suyunda olusan 1 ppb'den (mg/m?)
binlerce kat daha fazladir.

Kahntilar dokiillen petroliin  hafif fraksiyonlar1 buharlastiktan veya
¢oziindiikten sonra ortamda kalmaya devam eder. Denizde, artik malzemeler ¢irpilmis
cikolatali tatliya benzeyen “mousse” olarak da bilinen jelatinimsi, yagl su emiilsiyonu
olusturur. Acik denizlere dokiilen petrol genellikle mousse benzeri bir halde kiy
seritlerine akar ve havanin da yardimiyla bu tabaka kayalarda uzun stire kalic1 katranh
bir tortuya doniisiir. Bu mousse benzeri tabaka, nihayetinde sahildeki parcaciklarla
birleserek, kalin, yapiskan katran benzeri bir yapiya doniisiir, sonrasinra ya gittikge
karaya gomiiliir ya da bir firtina sirasinda parcalanarak tekrar denize karisir. Kiyiya
vurmayan tabaka, sonunda "katran toplar1" olarak bilinen yar1 kati, yiizen asfalt

kalintilarina dontisiir (Mishra and Kumar 2015).

Bozunma, dokiilen materyallerin mikroorganizmalar tarafindan ve giines
ultraviyole radyasyonu ile foto-oksidasyon yoluyla yavas yavas ayrismasini ifade eder.
Bir¢ok bakteri, mantar ve mikroorganizma tiirii hidrokarbonlar1 enerji kaynagi olarak
kullanabilir. Biyolojik bozunma hizi, ortam sicakligina, oksijen konsantrasyonuna ve
nitrojen ve fosfor gibi temel besin maddelerinin mevcudiyetine bagli olarak biiytlik
Ol¢iide degisir. Genel olarak, daha hafif hidrokarbonlar biyolojik ve inorganik
oksidasyonlarla nispeten kolay bir sekilde ayrisirken, daha agir fraksiyonlar

bozunmaya direnir ve ¢cevrede oldukga kalici olabilir.

2.6 Toplam Petrol Hidrokarbonlarimin Toksisitesi

2.6.1 TPH'lerin Kara ve Deniz Canhlilar1 Uzerindeki Toksisitesi

Ham petroliin dizel, benzin, yaglama yaglar1 seklindeki distilatlarindan
kaynaklanan TPH'ler, dogalar1 geregi yiiksek derecede toksik, mutajenik ve
kanserojenlerdir ve global 6lgekte gdzler bu yone gevrilmistir (Kuppusamy et al. 2017).
PH'lerin toksisitesi artan molekiiler agirligi ile yiikselir. Diisiik molekiiler agirlikli
siklik alkanlar, suda yasayan organizmalar i¢in, ayn1 molekiiler agirliktaki alifatik ve
aromatik hidrokarbonlardan daha toksiktir. Karasal bir ortamda aromatik
hidrokarbonlar, alifatik bilesiklerden daha toksiktir. Poliaromatik hidrokarbonlar
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(PAH'lar) disindaki daha diisiik aromatik bilesikler bile toksiktir. Onemli olarak, bir
organizmadaki PH'lerin toksisitesi, biyoyararlanimi ile dogru orantilidir. Hidrofilik
PH'ler, hidrofobik ve/veya bagli PH'lerdan daha fazla biyoyararlanima sahiptir (Khan
et al. 2018). Biyoyararlanimi olan kirleticiler, oldukga erisilebilirdir ve bir organizma
tarafindan adsorbe ya da absorbe edilir, bu da organizmalardaki belirli bolgelerle veya
reseptorlerle etkilesime girerek 6liimciil olmayan etkilere de neden olabilir ve 6liimciil
etkilere de neden olabilir. Toksisite gelisimi sirasinda, PH'ler genellikle hiicre zarini
bozar ve zar akigkanligi, biitiinliigli ve isleyisinde dalgalanmalara ve organizmanin
isleyisinde sorunlara neden olur. Su sisteminde, biyoyararlaninmi olmayan veya
hidrofobik PH'ler, pargaciklar ve ¢okeltiler tizerine adsorbe edildiklerinde birkag bentik
organizma (Ornegin omurgasizlar, baliklar, birikmis balik yumurtalari, vb.) i¢in
biyoyararlanimli bir hale gelir (DeLeo et al. 2016). Siispansiyon halindeki yag
damlaciklarini veya yaga bagl partikiilleri yutan bazi suda yasayan omurgasizlar (6rn.
midye, istiridye, yenge¢ vb.) PH'lara karsi oldukca hassastir. Insanlar, petrol
bilesiklerine soluma, yutma ve deri temasi yoluyla maruz kaldiklarinda potansiyel
saglik bozukluklarindan muzdariptir (Ansari and Ingole 2002). Bir popiilasyonda
oliime neden olmayan bir etkiye 6liimciil olmayan etki denir ve bu etkiler genellikle
lezyonlarin gelisimini, gelisimsel kusurlari, molekiiler islevlerdeki degisiklikleri ve
beslenme ve iliremedeki davranigsal degisiklikleri icerir. Petrol dokiilmelerine kisa
stireli maruz kalma nedeniyle su ortaminda 6liimciil etkiler meydana gelir ve burada
hiicre zarlarina ve sinir dokularina boliinerek merkezi sinir sistemini bozarlar. PH'lerin
neden oldugu 6lim genel olarak narkoz olarak adlandirilir. Sonug olarak, PH'larin
cevrede birikmesi ve kaliciligi hem karasal hem de sucul ekosistemlerde zararli etkilere

neden olabilir (Ramadass et al. 2018).

2.6.2 TPH'lerin insan Saghg Uzerindeki Toksisitesi

PH'lerin insan viicuduna girisi ve yerlesimi i¢in ana yollar, ortam havasin ve
ic mekan havasini solumaktan, PH'lerle kontamine yiyeceklerden, sigaralardan, acik
ates yerlerinden duman solumaktan, vb. tiim bunlar insan saglig1 {izerinde ¢ok cesitli
potansiyel etkilere neden olur. (Sekil 2.6) (Solomon and Janssen 2010). Petrol ve petrol
iriinlerine dogrudan veya dolayli olarak maruz kalmak, insanlarda ciddi saglik

sorunlarina neden olur. Dogrudan maruz kalma, kontamine olmus havayi solumay1
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(gaz olarak yayilan ugucu fraksiyonlar) ve ciltle dogrudan temasi (kontamine olmus
alanlarda bulunmak) igerir. Dolayli maruziyet ise, kirli suda banyo yapmak ve

kontamine yiyecekleri yemekten kaynaklanmaktadir (Palinkas et al. 1993).

Insan saghg, TPH kirlenmesinden kétii bir sekilde etkilenir ve bu etkiler
genellikle petroliin dokiildiigii yere (kara, nehir ve okyanus) baghdir. Yag maruziyeti
lizerine insan saghigi etkileyen diger faktorler, maruz kalmanin tiirii ve kapsamini
igerir. Petrol sizintis1 alanindaki temizlik ¢alisanlar1 daha biiyiik risk altindadir. Saglik
bozukluklar1 arasinda cilt ve g6z tahrisi, nefes alma ve norolojik sorunlar ve stres yer

alir (Campbell et al. 1993).

TPH'lerin zihinsel saglik tizerinde gli¢lii bir etkisi vardir ve fizyolojik etkilere
neden olurlar ve ayrica potansiyel olarak genetik sistemleri, bagisiklik ve endokrin
sistemleri i¢in toksiktirler. Insanlarda TPH'lerin uzun vadeli etkileri heniiz tam olarak
anlagilmamis olsa da, baz1 semptomlar maruziyet sonrasi birkag¢ yil devam edebilir. Bu
nedenle, TPH'lere maruz kalan bireylerde sagligin korunmasi ciddi bir endise
konusudur. Saglik riski degerlendirmeleri, maruz kalma aninda veya maruziyetten
sonraki uzun siireler boyunca var olan potansiyel zararli etkilerin tespit edilmesinde

cok biiyiik etkiye sahiptir (Abdel-Shafy and Mansour 2016).

Su an itibariyle, ham petrol sizintilarinin ¢ogu teknolojik felaketlerden
kaynaklanmaktadir. Akdeniz, Avrupa, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika vb. dahil olmak
iizere yliksek niifus yogunluguna sahip birgok cografi bolgede rapor edilmistir. Birgok
arastirma, diinyanin bu bdolgelerinden epidemiyolojik bilgi saglamaya odaklanmistir
(Linet et al. 2015). Petrol iiriinlerine veya TPH'lere maruz kalma ile iliskili olumsuz
saglik bozukluklar1 arasinda hematopoietik, hepatik, renal ve pulmoner anormallikler,
biligsel islevlerdeki degisiklikler, psikolojik sorunlar, tireme ve solunum sistemlerinde

hasar, kanser ve cesitli genel saglik sorunlar yer alir.

Ayr ayr1 fraksiyonlarin toksisitesi de belirli bir dereceye kadar tespit edilmistir.
En iyi 6rnek, hem ham petrolde hem de benzinde bulunan ve insanlarda I6semiye neden
olan bir ajan olarak tanimlanan benzendir. Bu hidrokarbon ayrica insanlarda beyaz kan

hiicrelerini azaltma, bagisiklik sistemini bastirma ve enfeksiyonlara karsi artan
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duyarhiliga yol agma aktivitesiyle bilinir. Calismalar ayrica benzene maruz kalma (ppb
seviyesinde bile) ile erken yasta (5-15 yas) benzene maruz kalan kisilerde goriilen
terminal 10semi, Hodgkin lenfoma ve kan ve bagisiklik bozukluklari arasindaki
baglantiy1 da belirlemistir. Bu nedenle, TPH'lerin ¢evresel etkileri, toksisiteleri ve
insanlarda cesitli hastaliklara sebep olmalar1 nedeniyle ¢cogunlukla olumsuzdur. Exxon
Valdez sizint1 sahasinda petrole maruz kalan kisilerde sirasiyla 3.6, 2.9 ve 2.1 kat
anksiyete bozuklugu, travma sonrasi stres bozuklugu ve depresyon gelismistir. Petrol
sahalarina veya sizint1 sahalarina yakin yasayan kadinlarda gebelikte dogal diisiik riski

yaklagik 2,5 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.6) (Palinkas et al. 1993).

Deri ve gozler:

Deri iltihaba. tahris edici
temas, dermatit, yag alma.,
yaniklar, kizarikhk,
kabarciklar, g6z tahrisi vb.

Akil saghgi:
Anksiyete bozuklugu.
depresyon, travma
sonrasi, psikolojik
stres, artan
psikopatolojik
Bagisiklik ve endokrin semptom siklig1 vb.
sistem:

Azalmis CD3+ ve CD4+T
ve artmis CD8+T hiicreleri.
Azalmis NK hiicre sayisi,
artan E2 seviyeleri,
dengesizlik seks steroid
hormonlar vb.

Erkeklerde:

Semen viskozitesindeki
degisiklikler, sivilagsma
kapasitesi. sperm sayis1
ve hareketliligi. artan
normozoospermi vb.

Bobrek sistemi:
Yiiksek serum kreatinin,
idrar, protein, glikoz,
hemoglobin, Kan-iire-
nitrojen. oligiiri, tiibiiler
nekroz, interstisyel
ddem, hematiiri vb.

Sindirim sistemi:
Ozofajit, gastrit, epitelde
bozulma, ag1z boslugu
mukoziti vb.

Hematopoetik sistem:
Akut non-lenfositik ve
lenfositik 16semi. kronik
miyelositik ve lenfositik
16semi, hematolojik
neoplazmalar vb.

Solunum sistemi:
Eksuidatif
trakeobronsgit, ddem.
intrapulmoner
kanama, pulmoner
tikanikhik, akciger
disfonksiyonlari,
oksidatif stres vb.

Kanserojenlik:
Mutasyonlar, gelisimsel

malformasyonlar, tiimorler Teratojenik etkiler:

ve kanser, DNA eklentileri, et Kalp bozukluklar1,
yapisal kromozomal disiik dogum agirlig,
degisiklikler, kromozomal 10.000-100.000 ppm'lik benzen erken dogum, diisiik IQ.
dengesizlikler dengesizligi, buharlarmm solunmasi (akut artan davranis sorunlari,
bozulmus DNA onarim maruziyet) insan oliimiine neden gocukluk cagi astun,
mekanizmasi vb. olur. spontan diisiikler vb.

Sekil 2.6 TPH'lerin insan saglig1 izerindeki potansiyel etkileri
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2.7 Petrol Hidrokarbonlan Kirleticilerinin Giderilmesi

Zamanla petrol dokiilmelerinin aritilmasi i¢in c¢esitli iyilestirme teknikleri
gelistirilmistir. Tyilestirme teknikleri su sekilde siniflandirilabilir: fiziksel, kimyasal,
termal ve biyolojik. Bununla birlikte, geleneksel miihendislik temelli fiziko-kimyasal
dekontaminasyon yontemlerinin ¢ogu, toprak yikama, kimyasal inaktivasyon (petrol
gibi sulu olmayan kirleticileri minerallestirmek i¢in kimyasal oksidan olarak potasyum
permanganat veya hidrojen peroksit kullanimi) ve yakma gibi ex-situ aritma yapilan
kontamine malzemelerin kaz1 ve tasinmasinin maliyeti nedeniyle pahalidir (Chaudhry

et al. 2005;Farhadian et al. 2008).

Ayni amag igin kullanilan diger fiziko-kimyasal teknikler dispersiyon, seyreltme,
tutunma, uguculuk ve abiyotik doniisiimlerdir (Chandra et al. 2013). Bu geleneksel
fiziko-kimyasal islemlerin artan maliyetleri ve sinirh etkinligi, 6zellikle bitkilerin ve
mikroorganizmalarin biyolojik iyilestirme yeteneklerine dayanan uygulamalar i¢in
alternatif teknolojilerin gelistirilmesini tesvik etmistir (Singh and Jain 2003). Kirletici
maddelerin biyolojik yollarla temizlenmesi i¢in yesil teknolojiler, petrolle kirlenmis
alanlarin  biyoremediasyonu i¢in kullanilmaktadir (Rahman et al. 2003).
Biyoremediasyon canli organizmalarin kirleticileri par¢alamak veya detoksifiye etmek
i¢in uygulanmasi olarak tanimlanabilir (Ron and Rosenberg 2014;Varjani and Upasani
2016). Bu teknoloji verimli, ekonomik, ¢ok yonlii ve ¢evreye duyarli bir tekniktir
(Farhadian et al. 2008).

Biyoremediasyon, mikroorganizmalarin ¢evreyi olumsuz etkilemeden zararli
organik kirleticileri CO2, CH4, H20 ve biyokiitle gibi zararsiz bilesiklere ayristirdigi,
indirgedigi veya azalttigi yenilik¢i bir tekniktir (Ron and Rosenberg 2014).
Biyodegredasyon, oleofilik mikroplarin  hidrokarbon kirleticilerini  gevreden
uzaklagtirmak amaciyla kullanildig1 biyoremediasyon i¢in birincil mekanizmalardan
biridir (Varjani and Upasani 2016). Hidrokarbonlar, dogal ve enerji agisindan zengin
bilesiklerdir ve cesitli hidrokarbon bozundurucu/kullanict organizmalar da dogada
bulunmaktadir. Dogal mikroorganizmalarin hafifletici/azaltic1 arag olarak ayri ayri
kullanimi, kirletici bozunma oranimi artirmak igin canli organizmalarin katalitik

yetenekleri ile saglanir ve ayrica MEOR igin kullanilabilir (Varjani and Upasani 2016).
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2.8 Petrol Hidrokarbonlarimin Biyodegradasyonu

Bazi mikroorganizmalar alifatikleri bozucu yeteneklere sahiptir, bazilari
monoaromatikleri veya poliaromatikleri degradasyona ugratirken bazilart da recineleri
bozabilir. Petrol hidrokarbon kirleticileri par¢alayan mikroorganizmalar ve bunlar
tarafindan bozunan hidrokarbon tiirleri Tablo 2.5’te listelenmistir. Flavobacterium,
Achromobacter, Brevibacterium, Acinetobacter, Cellulomonas, Arthrobacter,
Pseudomonas, Azoarcus, Corynebacterium, Marinobacter, Vibrio, Micrococcus,
Nocardia, Stenotrophomaonas, ve Ochrobactrum hidrokarbon ayristiricilar olarak
rapor edilmektedir (Widdel and Rabus 2001).

Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Paecilomyces, Graphium, Amorphoteca
tiirlerinin mantarlart ve Candida, Yarrowia ve Pichia tiirlerinin mayalar1 petrol

hidrokarbon kirleticilerinin bozunmasinda hayati bir rol oynamaktadir (Boonchan et al.
2000).

Yakimov vd. (Yakimov et al. 2007), hidrokarbonoklastik bakteri cinsleri
Alcanivorax, Marinobacter, Oleispira, Cycloclasticus, ve Thalassolituus'un petrol
hidrokarbonlar1 ile kirlenmis alanlardan evrimlestigini bildirmislerdir. Bu dogal
bakteriler, kirlilikten once diisiik veya tespit edilemeyen seviyelerde mevcutken
petrolle kirlenmis alanlarda ise baskin oldugu goriilmektedir. Alcanivorax suslari, n-
alkanlar ve dallanmis alkanlar tizerinde biiyiirken, karbon kaynagi olarak herhangi bir
seker veya amino asit lizerinde biiyliyemezler. Cycloclasticus suslari aromatik
hidrokarbonlar, fenantren, naftalen ve antrasende biiyiirken, Oleispira suslari alifatik
hidrokarbonlar, alkanoatlar ve alkanollerde biiyiir (Harayama et al. 2004). Dogal
mikrobiyal komiinite tam metabolik potansiyelini anlamak i¢in biyolojik bozunmay1
¢ok alanli bir komiinite 1s18inda degerlendirmek ¢ok 6nemlidir (Widdel and Rabus
2001).

Bir Kkirleticinin biyolojik olarak parcalanmasi, farkli bir dizi enzimlerin
kullanildigi asama igerir (Abbasian et al. 2015). Hidrokarbonlar, ayr1 ayr
mikroorganizma suslart veya aym veya farkli cinse ait mikrobiyal suslarin

konsorsiyumlar1 tarafindan secici olarak metabolize edilebilir. Bununla birlikte,
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konsorsiyumun, hidrokarbonlarin tam gesitlerini metabolize etme veya degradasyona
ugratma konusunda tekli kiiltiirlerden daha fazla potansiyeli oldugu kanitlanmigtir
(Deziel et al. 1996). Mikroorganizmalar tarafindan PAH'lara kiyasla biyolojik
bozunma i¢in n-alkanlarin tercih edildigi bildirilmistir. Bunun nedeni, bakteriyel
ayrismaya maruz kalan petrol hidrokarbon (karbon ve enerji kaynagi) bilesiklerinin
mevcudiyeti, kirletici hidrokarbonla ayristiricilarinin kirli ortama adaptasyonu ve
cesitli biyolojik bozunma yollarina katkida bulunan enzimlerin varligi olabilir (Thamer

et al. 2013).

Mikroorganizmalarin ¢ogunda biyolojik bozunma enzimleri plazmitler iizerinde
kodlanir. Acinetobacter sp. pargalayici enzimlerin mevcudiyeti agisindan istisnaidir ve
bu tiirlerde plazmitler kromozom iizerinde bulunur. Whyte vd. (Whyte et al. 1998),
hidrokarbon bozunmasinda Q15 plazmidinin roliinii ileri siirmistiir. AlIKA, alkB, alkM,
LadA, theA, nahA-M, assAl ve assA2 genlerinin varligiyla TOL, Q15, NAH7, OCT,
pND160 ve pND140 gibi cesitli plazmitler petrol hidrokarbon kirleticilerinin yikimina
dahil olurlar (Abbasian et al. 2015;Diallo et al. 2019).

Ham petroliin daha basit bilesikleri, c¢ok ¢esitli bakteriler tarafindan
parcalanabilir, ancak karmasik bilesikleri (PAH'lar, recineler ve asfaltenler gibi) bozma
yetenegi ¢ok az tiirde bulunur. Bir bakteriyel sp. gida kaynagi olarak tercih edilen
birka¢ hidrokarbonun kullaniminda uzmanlagsmistir ve konsorsiyumda sinerjik etki
saglarlar (Zanaroli et al. 2010;Diallo et al. 2020). Petrol hidrokarbonlarinin
bozunmasina 6zel enzim sistemi aracilik edebilir. Ilk atak genellikle cesitli
mekanizmalar aracilifiyla gerceklestirilir: (a) mikrobiyal hiicrelerin substratlara
baglanmas1 ve (b) biyo ylizey aktif maddeler/biyoemiilgator, biyopolimerler,
coziiciiler, gazlar ve asitlerin liretimi. Ham petrol, her biri belirli bir molekiil grubunu
parcalayabilen birka¢ dogal mikroorganizma tarafindan bozulabilen basit ve karmasik

hidrokarbonlarin bir karisimidir (Zanaroli et al. 2010).
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Tablo 2.5 Kirletici petrol hidrokarbonlarini pargalayan mikroorganizmalar

Petrol hidrokarbon
bilesigi

Mikroorganizma adi

Referanslar

Alifatikler

Acinetobacter sp.

(Diallo et al. 2020)

Alcanivorax sp.

(Harayama et al. 2004)

Azoarcus sp.

(Widdel and Rabus 2001)

Marinobacter sp.

(Yakimov et al. 2007)

Pseudomonas sp.

(Mittal and Singh 2009)

Monoaromatikler

Bacillus sp.

(Janbandhu and Fulekar
2011)

Halomonas sp.

(Widdel and Rabus 2001)

Rhodococcus sp.

(Leahy and Colwell 1990)

Sphingobacterium sp.

(Janbandhu and Fulekar
2011)

Poliaromatikler

Achromobacter insolitus

(Janbandhu and Fulekar
2011)

Cycloclasticus sp.

(Harayama et al. 2004)

Phanaerochaete chrysporium

(Salleh et al. 2003)

Recineler

Vibrionaceae aile iiyeleri

(Leahy and Colwell 1990)

Enterobacteriaceae aile iiyeleri

(Leahy and Colwell 1990)

Moraxella sp.

(Chandra et al. 2013)

2.9 Ftalat izomerleri Biyodegradasyonu

Ftalik asit (FA), izoftalik asit (IFA) ve TFA ¢evreyle ilgili ksenobiyotik esterleri,
yilda bir milyon tonluk oOlgekte iiretilir ve agirlikli olarak plastik polimerler veya
plastiklestiriciler olarak kullanilir. Mikroorganizmalar tarafindan gerceklesen

degradasyon, ¢evreden atilmalarinin en etkili yolu olarak kabul edilir ve oksik ve
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anoksik kosullar altinda karsilik gelen FA izomerleri ve alkollerine hidroliz yoluyla
ilerler. FA, IFA ve TFA'nin ileri seviye degradasyonu, temelde anaerobik ve aerobik

mikroorganizmalar arasinda farklilik gosterir.

2.9.1 Ftalat izomerlerinin Aerobik Biyodegradasyonu

FA, IFA ve TFA'nin aerobik biyodegradasyonu neredeyse 60 yildan beri
incelenmistir (Ribbons and Evans 1960) ve bu arada ¢ok sayida gram-pozitif ve gram-
negatif bakteri goOsterilmistir. (baz1 mantarlarda oldugu gibi). Hemen hemen tiim
aerobik mikroorganizmalarda, ¢ ftalat izomeri, aromatik bilesiklerin aerobik
degradasyonda merkez ortam olan protokatekiiat (3,4-dihidroksibenzoat) ‘a
donistirilir (Sekil 2.7).

FA'nin aerobik mikroorganizmalarda protokatekata doniisiimii ti¢ adimu igerir: (1)
dioksijenasyon ile cis-dihidroksi-dihidro-FA’ya (ii) dehidrojenasyon ile dihidroksi-
FA'ya ve (iii) dekarboksilasyon ile protokatekiiat’a doniisiim. Bunun tersine, TFA'dan
protokatekat olusumu ve biiyiik olasilikla IFA, dekarboksilasyona direk olarak adim
(ii) 'de ulasildigindan sadece iki adim saglar. Bu nedenle, ii¢ ftalik asit izomerinin
zorunlu dekarboksilasyonu, 6zel dekarboksilazlari (FA) veya hidrit transferi sirasinda
bir proton yerine CO'yi ayiran cis-dihidrodiol dehidrojenazlart (IFA, TFA) ile
gerceklestirilir.

Olusan protokatekiiat, sonunda dioksijenazlar tarafindan boliiniir ve orto veya
meta-boliinme yollart yoluyla merkezi ara maddelere donistiiriiliir (Dagley 1971). Bu
kanonik FA izomer degradasyon yollarmin bagka bir ¢esidi, son zamanlarda
Pseudomonas sp. PTH10 susunun ftalat-2,3-dioksijenaz ve dekarboksile edici 2,3-
dihidro-cis-2,3-dihidroksi-FA dehidrojenaz igeren FA ile birlikte biiylimesi sirasinda
tamimlanmistir (Kasai et al. 2019). Olusan cis-2,3-dihidroksibenzoat ara maddesinin

halka sistemi daha sonra 3,4-dioksijenaz tarafindan dogrudan boliiniir.
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Sekil 2.7 Ftalat izomerlerinin aerobik biyodegradasyon mekanizmasi: A) Ftalik asitlerin aerobik
bozunmasi. Sol ii¢ panel: merkezdeki protokatekiiat ara olusumu vasitasiyla TFA, FA ve IFA'nin
(soldan saga) bozulma yollari; sag panel: 2,3-hidroksibenzoat meta-pargalanma yoluyla FA'nin
degradasyonu. Dahil olan enzimler, (I) iki bilesenli Rieske non-heme demir dioksijenazlar, (Il)
dekarboksile edici veya dekarboksile edici olmayan cis- (di)hidrodiol dehidrojenazlar ve (111)
dihidroksi-FA dekarboksilazlardir. B) (II) kisimdaki dekarboksilasyon mekanizmasi. C) (I1I)

kisimdaki dekarboksilasyon mekanizmasi (Boll et al. 2020).
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2.9.2 Ftalat izomerlerinin Anaerobik Biyodegradasyonu

Halka hidroksile edici ve halka ayirici dioksijenazlar igin substrat olarak
dioksijen kullanimi, anaerobik ftalat biyodegradasyonu i¢in bir se¢enck degildir.
Anaerobik bakterilerde, iic FA izomeri dahil ¢ogu monosiklik aromatik bilesik,
merkezi ara benzoil-CoA'ya déniistiiriiliir (Boll et al. 2020) (Sekil 2.8). istisnalar,
yalnizca aromatik karakteri nemli 6lglide zayiflatan en az iki meta-konumlu hidroksil
islevi igeren aromatiklerdir (Philipp and Schink 2012). Benzoil-CoA, fakiiltatif
anaeroblarda bulunan ATP'ye bagimli 1.smif benzoil-CoA rediiktazlar (BCR'ler)
tarafindan sikloheksa-1, -5-dien-1-karboksil-CoA'ya dearomatize edilir (Tiedt et al.
2018) veya kati anaeroblarda meydana gelen ATP’den bagimsiz 2.simif BCR'ler
tarafindan dearomatize edilir (Weinert et al. 2015;Huwiler et al. 2019). Asetil-CoA
birimlerine ve COy'ye ileri degradasyon, benzoil-CoA degradasyon yolunda, bir
hidrolitik halka ayrilma adimi dahil olmak tizere bir dizi modifiye f-oksidasyon benzeri
reaksiyonla ilerler (Carmona et al. 2009;Boll et al. 2020).
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Sekil 2.8 Anaerobik FA degradasyonunda rol oynayan genler, enzimler ve metabolitler.
Kodlayict yapisal genler, gen lriinleri ile ayni renkte tasvir edilmistir. Ayr1 ayri bilesenlerin
multimerizasyon durumu, saflastirilmis veya yakindan iliskili proteinlere gére gdsterilir. Ust
panel: iki nitrat ve bir siilfat indirgeyen bakteride ftalatla indiiklenen gen kiimeleri; alt panel:
ftalat alimi ve merkezi ara olusum benzoil-CoA'ya doniigiimii. 1, periplazmik baglayici protein;
2, TRAP tastyicist; 3a, siikksinil-CoA'nin heterodimerik SptAB alt birimleri: ftalat CoA transferaz;
3b bilinmeyen multimerizasyon durumuna sahip ftalat-CoA ligaz; 4, heksamerik UbiD benzeri
PCD; 4a, inaktif PCD apo-formu; 4b, prEMN kofaktorlii aktif PCD; 5, preniltransferaz olusturan
prFMN'nin dodekamerik UbiX benzeri alt birimi (daha iyi gosterim i¢in FMN kofaktdrii yalnizca
dort alt birim i¢in gdsterilmistir); 6, Nudix benzeri hidrolaz, varsayilan olarak DMAPP'den

DMAP sentezine dahil oldu (Boll et al. 2020).
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2.9.3 Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin (PAH) Biyodegradasyonu

PAH'lar1 bozan c¢esitli bakteriler bulunmustur ve bu bakteriler naftalin ve
fenantrenin degradasyonu c¢alismalarina ¢ok fazla konu olmustur (Cerniglia
1993;Mallick et al. 2011). Oksijen varligina veya yokluguna bagli olarak PAH'lar
degradasyona ugratmak i¢in 1iki ana strateji vardir. Aromatiklerin aerobik
katabolizmasinda, oksijen sadece son elektron alicist degil, ayn1 zamanda aromatik
halkanin hidroksilasyonu ve oksijenolitik halka boliinmesi i¢in bir yardime1 substrattir.
Buna karsilik, aromatik bilesiklerin anaerobik katabolizmasi, aromatik halkaya
saldirmak i¢in, dncelikle indirgeyici reaksiyonlara dayanan tamamen farkli bir strateji
kullanir (Carmona et al. 2009). Aromatik bilesiklerin aerobik katabolizmasi son birkag
on y1l boyunca incelenirken, aromatik bilesiklerin anaerobik bozunmasi, daha derin bir
anlayis bekleyen daha yakin zamanda kesfedilen bir mikrobiyal kapasitedir. Bununla
birlikte, nitrat, siilfat veya demir iyonlar1 gibi alternatif son elektron alicilarinin
kullanildig1 anaeroblar tarafindan gergeklestirilen biyodegradasyonun oldugu birgok
dogal habitatta ve kontamine alanlarda (6rnegin, akiferler, suda yasayan tortular ve

batik topraklar) anoksik kosullar hakimdir (Foght 2008).

Esasen bakteriler, oksijenazli metabolizma yoluyla (monooksijenaz veya
dioksijenaz enzimlerini igeren) PAH'larin par¢alanmasi icin aerobik kosullar tercih
ederler. Genellikle, PAH'larin aerobik bakteriyel degradasyonunun ilk adimi, bir
dehidrojenazin etkisiyle bir diol ara iiriiniine tekrar aromatize edilen bir cis-dihidrodiol
olusumu ile bir aromatik halkanin dioksijenaz yoluyla ger¢eklesen hidroksilasyonudur.
Bu diol ara bilesikleri daha sonra intradiol veya ekstradiol halka ayiric1 dioksijenazlar
tarafindan bir orto-ayirma veya meta-ayirma yolu vasitasiyla ayristirilabilirler ve
sonugta TCA halkali ara maddelere donistiiriilen katekoller gibi ara maddelerin
olusumuna yol agar (Sekil 2.9) (Evans et al. 1965;Mallick et al. 2011). Dioksijenaz,
genellikle rediiktaz, ferredoksin ve terminal oksijenaz alt birimlerinden olusan ¢ok
bilesenli bir enzimdir. Bakteriler ayrica trans-dihidrodiollerin {iretimi ile (Moody et al.
2004) veya anaerobik kosullar altinda, 6rnegin nitrat azaltic1 kosullar altinda sitokrom
P450-aracili yollarla PAH" da degradasyona ugratabilir (Foght 2008;Carmona et al.
2009).
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Sekil 2.9 Acinetobacter sp. AGAT-W susu Tarafindan asenaften degradasyonu igin onerilen yol.
Kimyasal tanimlamalar: (I) asenaften; (II) asenaftilen; (III) 1-asenaftenol; (IV) l-asenaftenon;
(V) 1-hidroksi-2-ketoasenaften; (VI) 1,2-dihidroksiasenaftilen; (VI1) asenaftenkinon; (VIII)
naftalen-1,8-dikarboksilik asit; (I1X) 1,8-naftalik anhidrit; (X) 1-naftoik asit; (XI) salisilaldehit;
(X11) salisilik asit; (XI11) katekol (Ghosal et al. 2013).
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2.10 Biyoaugmentasyon Yaklasimlari

Petrol hidrokarbonlariyla kirlenmis topraklarin biyoremediasyonu hem yerinde
(biyostimiilasyon, biyoaugmentasyon, kompostlama ve bitki 1slah1) hem de yerinde
olmayan (biyoreaktorler) yontemlerle gergeklesir (Kuppusamy et al. 2016). Yerinde
yontemlerde, biyodegredasyon yapan organizmalar degisken hava kosullarindan biiytik
oranda etkilenirler (Kuppusamy et al. 2016). Biyoreaktorlerin kullanilmasi ise
topraktaki PAH’larin biyodegredasyon siirecinde sicaklik ve basincin kontroliinii daha

iyi saglamaktadir (Gan et al. 2009).

2.9.1 Biyoaugmentasyon

Biyolojik aritma popiilasyonlarini giiglendirmek i¢in mikroorganizmalar eklenir,
boylece kirletici ylikii daha az tehlikeli bilesiklere doniistiiriilerek etkileri azaltilir
(Castiglione et al. 2016). Biyoaugmentasyonu gergeklestiren en yaygin segenekler (El
Fantroussi and Agathos 2005); saf bir bakteri susunun eklenmesi, 6nceden uyarlanmig
bir konsorsiyum eklenmesi, genetik olarak tasarlanmis bakterilerin eklenmesi veya
biyosistemde mevcut olan mikroorganizmalara konjugasyon yoluyla biyodegredasyon
genlerinin aktarilmasidir. Konjugasyonun avantaji dondr sus/ suglarin canli kalmasi

veya biliyiimesine bagli olmamasi avantajdir.

2.9.1.1 Biyoaugmentasyon i¢in Sus Secimi

Biyoaugmentasyon basarisi i¢in uygun susun se¢imi esastir. Segilen suslar dahil
edildikleri aritma prosesindeki; sicaklik, pH, ¢6zlinmiis oksijen, besin bulunabilirligi,
toksisite ve mikrobiyal basing gibi ¢evresel kosullara dayabilmelidirler (Bitton 2010).
Iyilestirme siirecindeki kosullar anlasiimadan, biyoaugmentasyon yapilirsa aginin canlt
kalmas1 mikrobiyal popiilasyonla rekabet nedeniyle basarisiz olabilir (Stephenson and
Stephenson 1992;More et al. 2010). Yerli popiilasyondan bir susun se¢imi ve
izolasyonu kademeli olarak tercih edilen bir yontem haline geldi ¢linkii bu sus secilen
ortamda hayatta kalmaya zaten adapte olacagindan basari olasiligini artirmaktadir.
(Ueno et al. 2007). Bu yaklasim, bir aritma siirecinde tiir mevcut ancak sayist yeterli
degilse uygulanabilir. Alternatif bir bolgeden bir susun seg¢ilmesi, bir bilesigin hali
hazirda mevcut olan tiirler tarafindan par¢alanamadigi durumlarda tek segenek olabilir

ama cevresel kosullar asilanan susun hayatta kalmasina uygun degilse basar1 sinirh
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olabilir (Thompson et al. 2005). Biyoaugmentasyon, uygun bir konsorsiyum
olusturmak ig¢in tek bir susun veya suslarin kombinasyonunu igerebilir (Khehra et al.
2005). Belirli bir bilesigi indirgeme yetenegi ya da daha karmasik bir parcalama
yolundaki rolii nedeniyle tek bir sus se¢ilebilir. Dogal bir komiiniteyi kopyalamak, bir
katabolik yolu gelistirmek veya ¢ogaltmak i¢in ayni atiksu i¢inde ¢ok sayida asama ya
da bir dizi hedef kirletici maddenin ayristirilmasi igin bir ¢ok sus kullanilabilir
(Thompson et al. 2005).

Genetik manipiilasyon, kirletici bilesikleri azaltic1 dogal bir susun bulunmadigi
durumlarda pargalama igin firsat saglar (Stroo et al. 2013). Mikroorganizmalar,
parcalama genlerini ifade etmek ya da hayatta kalma kabiliyetini arttirmak i¢in genetik
olarak tasarlanabilirler (Nisslein et al. 1992). Teknikler, ¢ok sayida pargalanma
asamasi veya ksenobiyotik bilesikleri parcalamak i¢in gerekli olan kirletici maddelerin
aritilmasina yardimci olacak mikroorganizmalarin tasarlanmasina olanak saglar. Bu tiir
bilesikler i¢in par¢alanma yollar1 sinirlidir ve bu tiir bir parcalamay1 saglayacak dogal
tirler mevcut olmayabilir (Stroo et al. 2013). Genetigi degistirilmis
mikroorganizmalar, gol sularinda (Awong et al. 1990), yeralti suyu akifer
mikrokozmoslarinda arastirilmistir (Jain et al. 1987). Nublein ve arkadaslari (1992)
genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin canli kalabilmelerinin yani sira genetik
bilgilerini koruyabildiklerini ve kirletici maddeleri pargalayabildiklerini dogruladilar.
Genetik adaptasyonlar ¢ok sayida parcalama asamasi gerektiren kirletici maddelerin
parcalanmasina yardimcit olacak mikroorganizma tasarimlara izin verebilir.
Mikroorganizmalarin genetik modifikasyonuna ek olarak, katabolik MGE’lerin
kullanildig1 gen bioaugmentasyonu, uygulanabilirlik agisindan bioaugmentasyonda
vurgulanmistir. MGE’ler, bir organizmadan digerine aktarilabilen DNA ya da RNA
pargalarindan olusur (Stroo et al. 2013).

Genetik miihendisliginin  bioaugmentasyonun gelecegini 1iyilestirebilecegi
sayisiz yol olmasina ragmen, aragtirmalar agirlikli olarak laboratuvara dayalidir ve
genetik olarak tasarlanmig mikroorganizmalarin kontrolsiiz yayilmasinin hem ¢evre
hem de insan saglig1 lizerindeki riskleri gevreleyen endiselerden kaynaklanan yasal

kisitlamalar nedeniyle bu alandaki basar1 tam olarak degerlendirilememektedir
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(Limbergen et al. 1998). Bu tiir riskleri azaltmak igin ‘intihar element’ ve
immobilizasyon teknikleri dikkate almmustir (Liu et al. 2008). intihar teknikleri,
pargalanacak kirleticinin ¢evresel bir sinyalle bastirilmasidir. Sinyal mevcut
olmadiginda intihar elementi etkinlestirilir. Bu teknigin, tasarlanmis hiicre yayilmasini
onlemede basarili oldugu goriilmiistiir (Torres et al. 2004). Mevzuat genellikle riski
azaltmak i¢cin molekiiler genetigin nasil kullanilacagini goz ardi eder, sonucta
gelecekteki arastirmalar diizenlemeleri hem takip etmeli hem bilgilendirmelidir

(Davison 2005).

Ticari inokulantlar artik yaygindir. Bu tiir {riinler, hiicre yapilari, hiicre
yogunlugu, tavsiye edilen dozaj oranlar1 ve diger katki maddelerinin eklenmesi
acisindan biiyiik farkliliklar gosterir, 6rnegin stabilizatorler ve besinler. Uygun bir iiriin
secerken bu faktorlerin her birinin dikkate alinmasi gerekir (Stroo et al. 2013). Ticari
bir inokiilant kullanimi, acil bir iyilestirme sorununa kisa vadeli bir ¢dziim sunabilir;
ancak basar1 oranlar1 degisebilir ¢linkii bu tiir agilar tipik olarak kararli kosullar altinda
iiretilir ve test edilir. Bu tiir kosullar, bircok endiistriyel atiksuyla ilgili gercek bir
senaryo yansitmaz dolayisiyla inokiiliin canli kalma 6zelligini azaltir (Stephenson and

Stephenson 1992).

2.9.1.2 Biyoaugmentasyonun Basarisizhiklar: ve Iyilestirme Teknikleri

Biyoaugmentasyon ile ilgili basarili raporlari, basarisiz biyoaugmentasyon
girisimleri ile iliskilendirilmistir. Herhangi bir uygulamanin basarisinin temeli, inokiile
edilen bakterilerin canli kalma ve gelisme yetenegidir. Mikroorganizma biiyliime
oraninin washout oranindan daha diisiik olmasida dahil olmak iizere
biyoaugmentasyonun basarisizligina neden olan birgok faktor (Tablo 2.6) belirtilmistir
(Boon et al. 2003), yetersiz inokulum boyutu (Ramadan et al. 1990), yetersiz substrat,
protozoalar tarafindan avlanma (Goldstein et al. 1985;Bouchez et al. 2000;Boon et al.
2003), asilanan bakteriler ve yerli bakteriler arasindaki rekabet (Stephenson and
Stephenson 1992;More et al. 2010), diger inhibe edici maddelerin varligi (Tyagi et al.
2011), alternatif substratlarin varligi (Chitra et al. 1995), alisma siiresi, sicaklik ve pH
gibi cevresel faktorlerde asiriliklar (Tyagi et al. 2011) bu faktdrlerdendir.

Biyoaugmentasyon igleminin basarisizliklarinin anlagilmasi uygulamanin ilerlemesini
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saglamak ig¢in Onemlidir. Biyoaugmentasyondaki basarisizligin  temelinde,
inokulumun konakg1 ortama yetersiz adaptasyonu yatmaktadir. Chong ve arkadaslari
(Chong et al. 1997), petrol tirevli atiksularin aritilmasi igin tasarlanan karisik
kiiltiirlerin, sistemde g¢ogalmadiklarin1 pH sok kosullarinin aritmaya higbir fayda
saglamadigin1 ve siirekli yiiksek olan pH kosullarinin basarisizlifa neden oldugunu
bildirdiler. Basarisizlik, inokiile edilen popiilasyonun biiylime geriligi veya 6liimiin bir
sonucu olarak biyokiitlenin washout’u ile baglantiliydi. Yetersiz tasiyici sistemi ve
siddetli hava kabarciklar1 da dahil olmak iizere, kotii reaktor kosullarinin bir sonucu
olarak biyokiitlenin yikanmasi da Park ve arkadaslar1 (Park et al. 2008) tarafindan
siyaniirlii atik sularin aritilmasi sirasinda rapor edilmistir. Ek olarak, Songzhe ve
arkadaglar1 (Songzhe et al. 2009), inokiile edilen bakterilerin yerli bakterilerle
etkilesime girmesi nedeniyle yeterli biyofilm olusturamadiklarini ve biyokiitlenin
yikanmasina ve biyoaugmentasyonun basariz olmasina neden olduklarini
bildirmislerdir. Yetersiz adaptasyon olasiligi endiistriyel atiksularda artar ve bu,

iyilestirme kosullarin1 ve adaptasyon tekniklerini anlamanin gerekliligini vurgular.

Tablo 2.6 Biyoaugmentasyon basarisizliklarinin nedenleri ve olasi iyilestirme
teknikleri

Problem Problemin lyilestirilmesi Referans
Predasyon (Protozoanin -Yiiksek baslangi¢ dozlar (Ramadan et al.
asir1 biiylimesi) -Otlatmaya kars1 koruma 1990;Songzhe et al. 2009)

-Isinin iyilestirlmesi

Yerli ve inokiile edilen Besin takviyesi (Ramadan et al. 1990)
bakteriler arasinda besinler | (Biyostimiilasyon)

icin rekabet

Yetersiz inokiilasyon -Tekrarlanan inokiilasyonlar | (Boon et al. 2003)

-Siirekli inokiilasyon

Zay1f biyofilm olusumu Immobilizasyon/ kapsiilleme | (Quan et al. 2004)
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Yikama -Yiiksek baslangi¢ dozlari (Stormo and Crawford
-Immobilizasyon/ 1992;Quan et al. 2004)
kapsiilleme

Toksinler nedeniyle inokiile | -Olumsuz gevre (Stephenson and

edilen bakterilerin azalmasi1 | kosullarindan koruma Stephenson 1992;Ueno et

-Iklimlendirme periyoduna al. 2007;Songzhe et al.
izin verme 2009)
-Otokton biyoaugmentasyon

kullanimi
Alternatif substrat Ekolojik arka planin detayli | (Songzhe et al. 2009)
bulundurma anlasilamasi
Ekosistem dengesini bozan | Doz oranin dikkatli (Bouchez et al. 2000)
asir1 inokiilasyon degerlendirilmesi
Aglik donemleri Sistemin daha uzun siire (Martin-Hernandez et al.

canli kalmasini saglayacak 2012)
yiiksek doz orani

2.9.1.3 Biyoaugmentasyon Izleme Teknikleri

Hedef kirleticinin biyodegredasyon kinetigini gliglendirmenin yani sira, basarili
bir biyoaugmentasyon stratejisi ig¢in molekiiler tekniklerin kullanilmasi gerekir
(eklenen mikroorganizmalarin aktivitelerinin veya canliliklarinin izlenmesi). Son
birkag yilda augmentasyon farkli tekniklerle izlenir. Bu teknikler; PCR - DGGE (Guo
et al. 2009), PCR-Gradyan Jel Elektoferezi (TGGE) (Fouratt et al. 2003), T-RFLP
(Tsutsui et al. 2010), Ribozomal Intergenik Bosluk Analizi (RISA) (Qu et al. 2009),
Karsilatirmali PCR ve Ters Transkripsiyon PCR (RT-PCR) (Muttray et al. 2001),
Kantitatif PCR ve DGGE (Watanabe et al. 2002), Kantitatif PCR and RT-PCR (Morris
et al. 2014), FISH (Patureau et al. 2001), Yesil Floresan Proteini (gpf-gen isareti) gibi
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isaretleyici genlerin kullanimidir (Yu et al. 2010). Bu teknikler hakkinda daha detayli

bilgi Tablo 2.7°de verilmistir.

Cevresel galigmalarda mikroarray uygulama potansiyelleri bile rapor edilmistir

ve bu tiir numunelerde 6zgiilliik, duyarlilik ve miktar tayini ile iliskili ¢esitli zorluklar

vurgulanmistir (Zhou and Thompson 2002). Bununla birlikte, HTS’nin yeni yollar

a¢cmas1 ¢evresel mikrobiyolojide devrim niteligi tasiyor (Logares et al. 2012). HTS,

ekolojik siirecler ve mikrobiyal topluluk isleyisi hakkinda yeni bir bakis agisi

saglayacaktir. Metagenomik analizlerle birlikte tek hiicre dizileme uygulamalar1 yakin

zamanda gozden gegirilmistir (Lasken 2012). Yeni giiclii biyoinformatik araglar,

anonim prokaryotik genomlarda genom montajini ve gen tahminini iyilestiriyor, veri

analizi ¢aligmalarindaki engelleri asiyor goriinmektedir.

Tablo 2.7 Bioaugmentasyon Izleme Teknikleri

Kirleticilerin
Tyilestirme Tiir/Konsorsiyum/ Izleme uzaklastirilmasy/ Referans
Siireci Plazmid/ genler teknikleri Aktivitenin
belirlenmesi
Diisiik sicaklikta Ozel PCR-DGGE | Organikler. Atiksu | (Guo et
tam Olgekli konsorsiyumlar; Kalitesi: COD al. 2010)
WWT . (<660 mg L),
(SBR,oksidasyo Proterob_a_cterla, NH4*-N
; Bacterioides, 1
n yolu, anoksik- Nitrospiral (<8mgL™)
oksik aktif Cvanobactor
camur-A/O) yanobacteria
Flokiilant bakteri
Bacillus sp.F2
Bacillus sp. F6
Laboratuvar Ticari tirtin, NBP PCR-TGGE Organikler (Fouratt
olgekli SBR’ler (sentetik atik su), | et al.
amonyak giderimi | 2003)
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Laboratuvar Plazmid pJP4 T-RFLP Organikler, (KOI | (Tsutsui
Olgekli aktif Escherichia coli ve giderimi %84-86) | et al.
camur 2010)
reaktorleri Pseudomonas putida
(donor) (yerli
transkonjugantlar)
Laboratuvar Metil koenzim M Kantitatif PCR | Metanojen (Morris et
Olgekli rediktazin o and RT-PCR dinamikler, mcrA | al. 2014)
anaerobik altbirimini kodlayan gen kopyasini
reaktorler mcrA geni ve metan aksina
transkriptler baglar
Laboratuvar Sphingomonas RISA Sentetik (Qu et al.
6lgekli membran | xenophaga QY'Y atiksudaki 2009)
biyoreaktor bromoamin asit
(MBR) (boya), KOI
giderimi %30-50,
renk giderme
orani (siipernatant
ve membran atigi)
%80-90
Laboratuvar Pseudomonas Karsilastirmali | Dihidroabietik asit | (Muttray
Ol¢ekli kemostat | abietaniphila PCR veRT- (DHa), iki kat et al.
BKME-9 PCR daha hizli 2001)
degredasyon orani
Aktif camur Cok bilesenli fenol Karsilastirmali | Fenol, ortalama (Watanab
aritma sistemi hidroksilaz mPH, Kantitatif PCR | fenol oksijenleme | e et al.
PhcKLMNP ve aktivitesi 2002)
transkripsiyonel 153+0.8U¢g*
diizenleyiciler,
PhcR, ve PhcT
(PhcTRKLMNP)
SBR anaerobik- | Microvirgula FISH Azot’un (Patureau
aerobik aerodenitrificans uzaklagtirilmast et al.
(serbest hiicreler, (%33-43); veya 2001)

farkli inokiilasyon
seviyeleri/ stirekli
tedarik/ aljinat
boncuklarda
immobilize

Azot-oksitler
(10.2—-

13.8mg LY, es
zamanh fosfat
konsantrasyonu
(0-2mg L),
amonyak yok.
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Pilot 6l¢ekli, Aktif gamur FISH %100’e yakin (Bartroli
stirekli nitrifikasyonu (pilot TAN oksidasyonu, | et al.
havalandirmali | tesis) kararli kosullarda | 2011)
reaktorler, maksimum
biofilm olusumu nitrifikasyon
icin aktif karbon kapasitesi
1.3gNL*td? (se
ntetik atik su)
Laboratuvar Comamonas Otofloresans, 3-Kloranilin (3- (Boon et
olgekli SCAS testosterone 12gfp PCR-DGGE CA) (sentetik atik | al. 2003)
reaktorleri (kromozomal olarak su) baslangigta
isaretli) tamamen, sonraki
islemlerde %50
giderilir.
Laboratuvar Pseudomonas Otofloresans, o-Nitrobenzaldehit | (Yu et al.
olgekli SBR putida ONBA-17gfp | PCR-DGGE | (ONBA) tam 2010)
degredasyonu ve
%96.28 KOI
(sentetik atik su)
WWT: Atik su aritma SBR: Sirali kesikli reaktor; SCAS: Yari stirekli aktif gamur; TAN: Toplam amonyak azotu.

2.9.2 Biyostimiilasyon

Besin igermeyen aritma sahalarinda, aritma siirecini hizlandirmak i¢in en iyi

secenek olarak biyostimiilasyon (besinlerin eklenmesi) uygulanmistir (Kuppusamy et

al. 2016). Taylor ve Jones (Taylor and Jones 2001) hem laboratuvar hem de tarla

Olceginde komiir katranit igeren topraklara tek basina besin ilavesinin PAH

biyodegredasyonunda dnemli dl¢lide basarisiz oldugunu gésterdiler. Bununla birlikte,

55 giin sonra inorganik besinlerle birlikte biyodizel (disiik fitotoksisite ile

biyodegredasyon kolayca gergeklesmistir) eklenmesi, sadece besinle muamele edilmis

orneklere gore bir dizi PAH bileseninde ki degredasyonu arttirmistir. Biyodizel

islemlerle PAH degredasyonuna ki artis, katran ¢oziiniirliigli ve dispersiyonuna

baglanmistir, boylelikle PAH biyoyararlanimin1 ve yerli biyodegrederler tarafindan

alinim artmustir.
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2.9.3 Fitoremediasyon

Fitoremediasyon,  potansiyel  olarak saha  0lgeginde  hidrokarbon
kontaminasyonunu ele alan bitki destekli biyoremediasyondur (Petruzzelli et al. 2016).
Bitkiler tarafindan hidrokarbon biyodegredasyonunun arttirmasi arastirtlmistir ¢iinki
bitkilerin toprakta kirletici maddeleri biriktirebildikleri, ayirabildikleri, kimyasal
olarak donistiirebildigi; kirleticinin biyoyararlanimini arttirmak i¢in yiizey aktif madde
gorevi goren enzimler salgiladiklari, topragin besin durumunu iyilestirdikleri, toprak
mikrogevresi ile sinerjik olarak etkilesime girerek rizosferik mikroorganizmalarin
ksenobiyotik degredasyon yeteneklerinin gelistirdikleri bilimektedir (Roy et al. 2005).
Genellikle derin ve genis kok ylizey alanlarina sahip ve daha az bakim gerektiren
yiiksek adaptasyonlu bitkiler tercih edilir (Alagi¢ et al. 2016). Meng ve arkadaslari
(Meng et al. 2011) baz1 ¢ok tiirlii karisimlarin (gavdar otu, beyaz yonca -Trifolium
repens- ve kereviz -Apium graveolens-), petrol hidrokarbonlar1 ile kirlenmis
topraklarin  monokiiltiirler {izerinde fitoremediasyonunu kolaylastirdigi  6ne

stirmiislerdir.

Fitoremediasyonu iyilestirmenin bir baska yolu, genellikle bitkilerdeki ¢evresel
stresi hafifletme ve bunu yaparken ideal kosullarin altinda bitkinin hayatta kalmasini
artirma yetenegine sahip bitki biiylimesini tesvik eden rizobakterilerin (PGPR)
kullanilmasidir (de Boer and Wagelmans 2016).

PGPR, bitki kok gelisimini uyarir ve kok biiylimesini arttirir. Ayrica, nitrojen
fiksasyon mekanizmasi, sideroforlarin sentezi, fitohormon iiretimi ve minerallerin
PGPR ile ¢oziindiiriilmesi, toprak verimliligini ve fitoremediasyon gelisimini arttirir.
Huang ve arkadaglari (Huang et al. 2004), PGPR’nin ( Enterobacter cloacae,
Pseudomonas putida ve Azospirillum brasilense) bitki biiyiimesini hizlandirdigini ve
ozellikle asir1 derecede kirlenmis topraklardaki koklerde, PAH’larin bitkiler tizerindeki

toksik etkilerini azalttigin1 dogrulamiglardir.

2.9.4 Kompostlama Teknolojisi

Kompostlama teknolojisi, kirlenmis topraklarin aritilmasi igin kullanilan ex-situ

teknoloji olarak siniflandirilir. Son yillarda c¢esitli organik kirletici maddelerin



38

degredasyonunda yiiksek etkinlikleri kanitlandigi igin, bu yontem daha fazla ilgi
gormiistir (Antizar-Ladislao et al. 2004). Yontem kirlenmis topraga kompost veya
organik yardimci substratlarin eklenmesine dayanir ve yardimci substrat, karigim
icindeki ¢esitli mikrobiyal popiilasyonlarin etkisine bagli olarak olgunlasirken hedef
Kirletici degrede olur (Guerin 2000)

Kompostlama, organik atiklar1 stabilize etmek i¢in temelde oksijen, optimal nem
icerigi ve gozeneklilik gerektiren aerobik bir siire¢ olarak tanimlanir ve ortak kontrol
degiskenleri sicaklik, oksijen ve nemdir (Bolta et al. 2003). Kompostlama
biyoremediasyonu, kompostlama teknolojisinin atik ve kirletici maddelerin
aritilmalarinda kullanilan bir uygulamadir. Herhangi bir kompostlama islemi sirasinda
makul bir siire i¢inde optimum sonuglar1 elde etmek igin proses kontrol
parametrelerinin optimum degerler dahilinde ayarlanmasi gerekir ve proses iki ana
asamada gergeklesir. Ik asama; sicakligm istikrarli bir artisla mezofilik araliklardan
(25-45 °C) termofilik araliga (45 °C’den fazla) ulasirken mikrobiyal aktivite ile
karakterize edilen ayrigsma/aktif asamadir. Bu asamada etkili mikrobiyal aktivite i¢in
aerobik kosullar1 siirdiirmede yiiksek oranda havalandirma gereklidir. Ikinci asama,
daha diisiik sicaklikta ger¢eklesen ve besin havuzu tiikendiginde mikrobiyal aktivitenin

nispeten diistiigii kiirleme agamasidir (Antizar-Ladislao et al. 2004).

2.10 Aktif Camur Sistemi

Aktif camur sistemi, bu yiizyilin basinda ilk kez Ingiltere’de baslayan ve atik
sularda bulunan ve ¢okelmeyen organik maddelerin ikincil biyolojik aritim ile
mikroorganizmalarca ¢okelebilen maddelerle doniistiiriilmesi islemine dayanan bir
sistemdir. Aerobik aritimimn oldugu bu sistem organik maddelerin Oz ve H20, NHs’e
oksidasyonu ile gerceklesir ve yeni bir hiicre biyokiitlesi olusur. Atik su artim
sisteminde mikroorganizmalar havalandirma havuzunda biiyiitiiliirken, son ¢okeltme
havuzunda ¢okeltilerek sistemden uzaklastirilirlar. Mikroorganizmalardan olusan bu
cokeltiye ‘Aktif Camur’ denir. Sistem i¢in gereken hava, mekanik havalandirma ya da
diffiizorlerle saglanir ve mikrobiyal yapilar aritma tanki igerisinde flok yapilarim

olusturur (Bitton 2005).
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Havalandirma ve c¢okeltim tanki aktif ¢amur siteminin temelini olusturur.
Havalandirma tanki, organik maddelerin aerobik oksidasyonun gerceklestigi yerdir ve
aritimin diizgiin olabilmesi i¢in karisimda bulunmasi gereken askida kati madde
miktar1 yaklasik olarak 1500-2500 mg/L’ dir. Burada havalandirma mekanik olarak
gerceklesir. Havalandirma tankinda olusan mikrobiyal flogun ¢okeltimi ise ¢okeltim
tankinda gerceklesir. Olusan ¢okeltinin bir kismi1 besin / mikroorganizma oranint
korumak i¢in tank sisteminden disartya atilirken bir kism1 havalandirma tankina geri
gonderilir (Bitton 2005). Sekil 2.10’da aktif ¢amur sistemi gosterilmistir (Weijers
2000).

Giris
e B
Aerobik
hava
Aktif gamur ger1 doniisii | Atik Camur

Sekil 2.10 Aktif camur sistemi (Weijers 2000).

Aktif ¢amur, mikroorganizmalarin matrisleri, cansiz organik maddeler ve
inorganik malzemelerden olusan biyolojik sivilart igerir. Mikroorganizmalar arasinda
bakteriler, fungiler, protozoa ve ayrica rotiferler, bocek larvalar1 ve solucanlar gibi daha
yiiksek hayvan formlari bulunur. Aktif gamur prosesi, biyolojik sivilarin siirekli olarak
temasa ge¢cmek ve oksijen varliginda organik maddeleri oksitlemek i¢in sirkiile edildigi
bir sistem olarak tanimlanabilir. Siirekli ve basaril1 biyolojik oksidasyon i¢in sistemde
"aktif" bir biyolojik form kiitlesinin muhafaza edilmesi, prosesin neden "aktif camur"

aritmasi olarak belirlendigini agiklar.

Aktif camur aritmasinin amaglar iki yonliidiir: (a) organik maddelerin miimkiin

olan en kisa siirede miimkiin olan maksimum seviyede uzaklastirilmasini saglamak ve
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(b) 1y1 bir ¢okelme karakteristigine sahip flokiilant biyolojik sivilar iretmek. Her ikisi
de ikincil verimlilik kalitesini kontrol etmek i¢in gereklidir. Ekonomik bakis agisindan,
her iki hedefin de karsilanmasi arzu edilir, ¢linkii kii¢iik havalandirma tanklar1 ve son
durultucular kullanilabilir. Ancak iki hedef uyumlu degildir. Organik maddelerin hizli
bir sekilde uzaklastirilmasinda ¢ok etkili olan biyolojik floklar, normalde zayif bir
sekilde cokelen floklardir veya tersi de gecerlidir. Bu konudaki takas, cesitli aktif
camur proseslerinin performansinda kendini gosterir. Tasarim miihendisleri ve fabrika
operatorleri, bir tesisin uygun tasarimi ve isletimi i¢in bu iki hedefin uyumsuzlugunun
tamamen farkinda olmalidir, boylece belirli spesifik aritma islemleri yapilabilir ve

aritma performansinin optimizasyonu akillica planlanabilir (Makinen et al. 1993).

Aktif ¢amur proseslerinin kapasitesini ve simirlamalarin1 bilmek onemlidir.
Havalandirma tankinda biyolojik olarak parcalanabilen organikler, inorganiklere

doniistiiriiliir. Organiklerin tam oksidasyonu su sekilde ifade edilebilir:
Organikler (C,H,0O,N,P,S) + O2 — CO2 + H20 + NO3™ + (POu4)3™ + (SO4)2” + H*

Yukaridaki denklem, sonsuz bir havalandirma siiresini ve tam oksidasyonu
gergeklestirmek i¢in Nitrosomonas ve Nitrobacter dahil olmak {izere bol miktarda
mikroorganizmanin mevcut oldugunu varsayar. Ekonomik kisitlamalar, uzun bir
havalandirma iglemi i¢in bile tam oksidasyon i¢in yeterli zamana izin vermez. Mevcut
operasyon semastyla havalandirma tankinda daha az rekabetci organizmalarin
(6rnegin, Nitrosomonas ve Nitrobacter) sabit bir popiilasyonunu korumak da miimkiin
degildir. En belirgin sekilde, proseste nitrifikasyon eksikligi goriiliir ve sonug olarak
c¢ikis suyunda dnemli miktarda amonyak azotu bulunur. Tipik bir aktif camur aritma

islemi asagidaki gibi gosterilebilir;

e Amonyak nitrojeni 12 mg/L, N olarak
e Fosfat 10 mg/L (PO.)s olarak

e Nitrat 0.1 mg/L, N olarak

e Nitrit 0.01 mg/L, N olarak

e BOI20mg/L

e Askida katilar 30 mg/L
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Cikis suyunda yiiksek nitrojen ve fosfat kalintilar1 disinda, aritma tesisi
operatdrleri 20 mg/L'lik bir BOI ve 30 mg/L'lik askida kat1 maddelerden veya bu

seviyelere yakin miktarlardan memnundur.

Temmuz 1977°de, Federal Su Kirliligi Kontrol Yasasinda yapilan 1972
degisikliklerinin yetkisi altinda ABD Cevre Koruma Ajanst (USEPA) tarafindan
kamuya ait ikincil aritma tesisleri i¢in yayinlanan yiriirliikteki ¢ikis suyunun
kilavuzlarinda, maksimum aylik ortalama ¢ikis suyu BOI’si ve askida kat1 madde
gereksinimleri sirastyla 30 mg/L ve 45 mg/L olarak belirtilir. Ayrica, sonugta ¢ikis
suyunda alic1 suya oksijen talebi uygulayabilecek olan refrakter organiklerin varligi da
g6z ard1 edilmemelidir. Sifir kirlilik desarji hedefine ulasmak icin ¢ikis suyunun
cilalanmasi amaciyla tigiinciil aritma proseslerine ihtiya¢ duyulacaktir (Goldstein et al.

1985;Limbergen et al. 1998;Boon et al. 2003;Razo-Flores et al. 2006;Ma et al. 2009).

2.10.1 Aktif Camur Sisteminde Mikrobiyal Populasyon

Aktif ¢amur sisteminde mikrobiyal popiilasyonun %95’ ini bakteriler
olusturmakla birlikte alg, protozoon, metazoon, virlis gibi bir¢cok farkli biyolojik
komiiniteyi birlikte bulundurmaktadir (Jenkins D. 1993). Atik suyun biyolojik
oksidasyonunda hem sentez hem de oksidasyon meydana gelir. Prosesin
yiiriitiilmesinde birgok aktif gamur mikroorganizmasi grubu yer alir. Onemli gruplar

Tablo 2.8’de agiklanmustir.

Uygun sekilde ¢alistirilan bir aktif camur sisteminde, nemli mikroorganizma
gruplarinin ¢ogunu iceren biyolojik floklar iiretilir. Metazoa ve hizli hareket eden
protozoa, biyolojik floklarin bir pargasi degildir ¢ilinkii onlardan kopabilirler. Bununla
birlikte, metazoa ve protozoa siirekli olarak biyolojik atiklar tizerinde beslenirler ve
sonug olarak yiiksek diizeyde stabilize edilmis atik sularda birlikte bulunurlar. Aktif
camur prosesinin ekosistemi karmasik olsa da, bazi genel biyolojik oksidasyon

prensipleri uygulanabilir (Verma et al. 2011;Garg et al. 2017).
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Tablo 2.8 Aktif gamur mikroorganizma gruplari

Grup Alt grup | Genel karakteristik Tamimlanmis organizmalar
Cesitli tiirlerden bir B. subtilis: aerobik spor olusturucu, g*,
biiylime, sporsuz olusum, nitrifikasyonsuz
hareketli ve kapsiillenmis Alcaligenes: g~ ¢ubuklar, proteolitik
1. cubuklar, nitrifikasyonsuz, Chromopa_(:te rium: g~ gub'uklar,
Zoogloea karbonhidratlar1 hizla proteolitik (FlaVObaCtenum)_
-formlar1 okside eder ve jelatin, Pseudomonas: g gubuklar, tercihen
kazein ve peptondan karbonhidratlar
amonyak iiretir, iyi Achromobacterium: g~ cubuklar
organize edilmis lifler iiretir |  SPirillum: spiral ya da floklasmayan
Bakteri egimli cubuklar
2. Zayif ¢okelme 6zelliklerine Sphaerotilus natans: (leptothrix,
Filament sahip gevsek ytizeyli cladothrix) Bacillus mycoides
0z olusum Crenothrix Beggiatoa
Nitrifikasyon bakterileri: Nitrosomonas,
. Belirli bir konu i¢in Nitrobacter
Digerleri tretilmig veya tartigmals Bagirsak grubu: B. coli, B. aerogenes.
islevsel Gnem biraz proteolitik etki ve
karbonhidratlarda az etki
Geotrichoides paludosus Pullularia
Anormal durumlar disinda pullulans Phoma Oospora (Geotrichum)
Fungi . e
nadiren bol, ipliksi Sporotrichum Fusarium: filamentli
degil, iyi yumru olusumu
_ _ Siliyat: serbest yiizme (Paramecium),
Bakterilerde beslenir, ancak saph (Vorticella opercularia)
ayn1 zamanda yliksek
konsantrasyonlarda ¢dziiniir | Suctoria: erken kirpikli, serbest yiizme
organikler de kullanir asamasi ve yetiskin sapli asama: bakteri
Protozoa ve protozoa ile beslenir
Daha iyi o[gamk . Flagellata (Mastigophora): Flagellatli,
uzaklastirma saglamak i¢in .
. . sadece yetersiz havalandirilmig ortamda
bakteri popiilasyonunu bulunur
kontrol eder
Aktif camurda siklikla
bulunan canliligin daha Rotifer: ¢ok hiicreli, bir ugta iki grup
yiiksek formlari; Bazen tilylin donme hareketi. Aerobik
Metazoa ekolojik sistemde bir faktor Nematod: aerobik solucanlar, diger

olarak kabul edilecek kadar
bol hale gelebilirler.
Bakteriler, protozoa ve
alglerle beslenir

organizmalar tarafindan kolayca
parg¢alanmayan kat1 organikleri
metabolize edebilir
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Aktif gamur ve biyofilm sistemlerinde kullanilan bakteriler sayesinde zararli
kimyasalar, kontaminant maddeler ve istenmeyen besin maddeleri etkili bir sekilde atik
sudan uzaklastirilirlar (Horan 1989;Lin et al. 2009). Flok kiitlesinin artmasi oksijen
difiizyonunu kisitladigindan aktif aerobik bakteri sayisi azalmasi ile anoksik zonlar
meydana gelir. Oksijen seviyesi 4 mg/L’yi gectiginde bu zonlar kaybolur (Li and
Bishop 2004;Bitton 2005). Standart bir aktif gamurda toplam aerobik mezofilik bakteri

sayis1 10® kob/mg olarak bilinir.

Aktif ¢amur sistemlerinde en ¢ok bulunan bakteriler Gram negatif bakteriler
olmakla birlikte yiizlerce bakteri tiirii gelisebilmektedir ve bu bakterilerin kiiltiirel
metotlarla tanilandirilmasi sinirlidir. Bu nedenle molekiiler tabanli teknikler ile
tanilama da yapilmaktadir. Tablo 2.9’da kiiltiir tabanli tanilama ile elde edilen

bakteriler gosterilmistir. (Bitton 2005).

Tablo 2.9 Standart aktif camurdaki bakterilerin aerobik heterotrofik dagilimi

Cins yada Grup % Toplam Izolat
Pseudomonas-Comamonas 50.0
Alcaligenes 5.8
Pseudomonas (floresan grup) 1.9
Paracoccus 115
Unidentified (gram-negatif basiller) 1.9
Aeromonas 19
Flavobacterium-Cytophaga 135
Bacillus 1.9
Micrococcus 1.9
Coryneform 5.8
Arthrobacter 1.9

Aureobacterium-Microbacterium 1.9
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2.10.2 Askida Kati Madde (AKM)

Aktif camur sisteminde, havalandirma tanki igerisinde bulunan sivi karigim
icerisinde ¢okebilen ve ¢okemeyen; organik ve inorganik katilarin tamamina askida
kat1 madde denir. Askida kat1 madde, reaktorden belirli bir hacimde alinan aktif camur
orneginin 0,45 pum por ¢apli membran filtreden membrane filtrasyon yolu ile
gecirilmesinden sonra filtre iizerinde kalan ¢amurun 103°C sicaklikta 1 saat
kurutulmasindan elde edilen mg/L cinsinden verilen ¢amur kuru agirligidir. Tiim

degerler mg/L cinsinden olmalidir (Ozdemir and Eltem 2001).

2.10.3 Hidrolik Alikonma Siiresi (HRT)

Hidrolik alikonma siiresi, aktif ¢amur islemindeki havalandirma tankina giren
stvinin tank i¢inde gegirdigi slirenin ortalamasidir. Havalandirma havuzunda alikonma

stiresi degisiklik gosterebilir.

2.10.4 Camur Hacim Indeksi (CHI)

Reaktor icinden alinan aktif ¢amur Orneginin statik kosulda 30 dakikada
¢okebildigi hacim (ml/ml) camur hacmini ifade etmektedir. Camur hacim indeksi ise;
camur hacminin 1000 katsayisi ile ¢arpilarak AKM degerine boliinmesi ile hesaplanan

ml/g cinsinden degerdir.

CH x 1000

Camur Hacim Indeksi =
AKM

2.10.5 Camur Yasi

Reaktor i¢cinde bulunan mevcut aktif ¢gamurun kalitesini belirleyen ¢amur yasidir
ve mikroorganizmalarin sistemde kaldigi ortalama siiredir. HRT saatlerle ifade
edilirken, ¢amur yasi giinlerle ifade edilir. Sistemdeki ¢amurun yas: siirekli kontrol
edilmelidir. Sekil 2.11°de goreceli iistiinliik diyagrami ile ¢amur yasina gore reaktor

mikroorganizma igerigi gosterilmektedir.
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Sekil 2.11 Géreceli iistiinliik diyagrami (Ozdemir ve Eltem, 2000)’den uyarlanmistir (Ozdemir
and Eltem 2001).

A. kisminda atik su tanka eklenmekte ve havalandirma baslamaktadir.
Mikroorganizmalar bu asamada birbirine istiinlilk gostermeden sistemde birlikte

bulunmaktadir.

B. kisminda Protozoanlardan olan Sarcodina’nin sadece besin varliginda baskin

halde goriilmektedir

C. kisminda Protozoanlardan olan Flagellatlar’in en baskin halde goriilmektedir.

Burada besini hizla tiikkenmektedirler.

D. kisminda ise yiiziicii siliat ve bakteriler maksimum sayilarina ulagsmiglardir.
Protozoon’lar tiikettikleri i¢in az bir besinle yasamlarini siirdiirmektedir. Aktif camur

uygulamalariin baslandig kritik nokta bu agamadir.

E. kisminda besin artik kalmamistir ve aktif camur yaglanir. Sapli siliat ve

rotiferler baskin oldugu gdzlenmistir (Ozdemir and Eltem 2001).
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Aktif ¢amur sistemini etkileyen pek cok parametre vardir. Kopiik olusumu,
sicaklik, besin, oksijen ve pH en 6nemli parametrelerdir. 20°C, pH 6,5 - 8,5, 2 mg/L
¢oziinmiis oksijen maksimum degeri, yeterli besin ve toksik madde olmamasi kosulu

aktif camur sistemi i¢in ideal kosullardir.

2.11 Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR

Atik su mikrobiyal topluluklarini kesfetmek i¢in kullanilan molekiiler teknikler
dort kategoriye ayrilabilir: klon kitapligi, molekiiler parmak izi, hibridizasyon ve
kantitatif gergek zamanli PCR. Cevresel calismalarda, g-PCR ilk olarak zararli
mikroorganizmalarin tespitinde kullanilmistir (Bowers et al. 2000;Kuhnert et al.
2000;Lin et al. 2000). Son zamanlarda ise, daha uygun fiyatli ve erisilebilirligi kolay
oldugu i¢in atik sularda uygulanmasi kapsamli olarak incelenmistir (Zhang and Fang
2006). Q-PCR’1n kantifikasyon uygulamalari, hem aerobik hem de anaerobik kosullar
altinda cesitli atiksu aritma proseslerindeki sabit ve askiya alinmis mikrobiyal
topluluklar hakkinda daha derinlemesine bilgi edinmemize yardimei olmustur

(Parameswaran et al. 2009;Saikaly et al. 2010;Lee et al. 2011).

PCR, niikleik asitlerin saptanmasinda devrim yaratsada amplikonun yalnizca son
konsantrasyonu 0lciilebildiginden kantitatif analizlerde uygulanmasi tavsiye edilmez.
PCR sirasinda hedef sekans iissel olarak amplifiye edilir; ancak ger¢ekte PCR’nin bazi
dogal sinirlamalar1 nedeniyle son konsantrasyon sablon DNA’nin baslangic
konsantrasyonuyla orantili degildir (Zhang and Fang 2006). Geleneksel PCR’1n aksine
g-PCR, DNA amplifikasyonunun ilerlemesini es zamanli olarak izleyebilir ve tissel
amplifikasyon asamasini gorsellestirebilir (Heid et al. 1996). Hedef sekanslarin mutlak
nicelendirilmesinin anahtar1 olan bu es zamanli izleme, amplikonlar biriktikge yayilan
floresanin stirekli olarak oOl¢iilmesiyle elde edilir. Spesifik olmayan DNA baglayici
boyalar, hidroliz problari, hibridizasyon problari, 1s1kli problar, molekiiler
isaretleyiciler, sunrise primerleri ve scorpion primerleri dahil olmak iizere ¢esitli
floresan molekiilleri igeren tespit kimyasallaridir (Kim et al. 2013). Her tespit
yonteminin benzersiz Ozellikleri olamasina ragmen, tiim yontemlerde, floresans

sinyalinin seviyesi, hedef amplikonlarin kiimiilatif miktarin1 yansitir. Cesitli tespit
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kimyasallar1 arasinda; SYBR Green I ve TagMan testleri (Sekil 2.12), mevcut ¢evresel

mikrobiyal ekoloji ¢aligmalarinda en yaygin olarak kullanilan yontemlerdir.

A) SYBR Green | assay B) TagMan assay
o o e ®
Trrrrrrrrrr TTrrTrrrTrrT 1
Denaturation
[ W S I - - . dbedo bbb b b A L),

o o L )

Annealing &mmﬁ; %

)

Quenched signal Reporter signal
Fluorescence ";ﬂ:.f_\ W @,

Extension T e
Excitation light @ SYBR Green | dye @ Reporter dye
Taq Tag DNA polymerase @—-. TagMan probe . Quencher dye

Sekil 2.12 g-PCR i¢in tespit kimyasallari: (A) SYBR Green I testi ve (B) TagMan testi (Kim et
al. 2013).

Mikrobiyal topluluk analizinin bir araci olarak g-PCR, atik su aritma proseslerini
incelemek icin giderek daha da popiiler hale gelen bir yontemdir. Belirli genlere
(primer-problar) 6zel oligoniikleotidleri kullanan q-PCR, hedef genlerin mutlak
niceligini saglar, bodylece hedef genleri tasiyan hedef mikroorganizmalarin
popiilasyonunu segici olarak tahmin eder. Biyolojik proseslerde bu bilgi, mikrobiyal
topluluk dinamiklerini izlemek, siire¢ performansini teshis etmek, dnemli mikrobiyal
oyuncular belirlemek ve kinetigi degerlendirmek i¢in ¢ok 6nemlidir. g-PCR, hedef gen
kopyalarinin sayilmasinda en dogru yontemlerden biridir. Teorik olarak herhangi bir
hedef sekans segilerek q-PCR 1ile tespit edilebilmesine ragmen, analizin spesifikligi ve
hassasiyeti biiyiik olgiide primer ve prob spesifikliginden etkilenir. Bu nedenle,

giivenilir bir analiz icin, oOzellikle karigik kiiltiir topluluklar1 (atik su aritma
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sistemlerindeki mikrobiyal topluluklar) {izerinde yapilan ¢aligmalarda, uygun sekilde
tasarlanmis ve dogrulanmis primerlerin ve problarin kullanilmasi ¢ok Onemlidir.
Oligoniikleotid 6zgiilliigii, potansiyel olarak hatali analize yol acan sinirlt dizi bilgisi,
dizi dejenerasyonlari, dizi veri isleme hatalar1 ve yanlis tasarim dahil olmak {izere

bir¢ok faktor tarafindan tehlikeye diigebilir.

Atik su ekoloji ¢alismalarinda q-PCR’1mn uygulanmasi, mikroskobik diizeyde atik
su aritim sistemleri anlay1simizi genisletmistir ve gelecekte daha iyi proses kontrolii ve
tasarimi i¢in umut vericidir. Ancak, q-PCR uygulanirken dikkate alinmasi gereken
sinirlamalar vardir. Yakin gelecekte pek miimkiin olmasada bir mikrobiyal toplulugun
gercek yapisint ve dinamiklerini kesfetmek icin bu sinirlamalarin {istesinden
gelinmelidir. Miikemmel olmasada gq-PCR, mikrobiyal ekoloji ¢aligmalarini bagka
hicbir teknik karsilagtirilabilir performans saglamaz. Basitge soylemek gerekirse, bu
arastirma alaninda tek gzl olmak kor olmaktan daha iyidir. Yazarlar, -PCR’1n atiksu
aritma prosesleri gibi karmasik mikrobiyal sistemlerin kantitatif arastirmasi i¢in tercih
edilen mevcut yontem olduguna inanmaktadir ¢iinkii bu yontem benzersiz bir hedef
ozgiilliigh sergilemektedir ve dogas1 geregi kesinlikle kantitatiftir. Bununla birlikte q-
PCR analizleri, yontemin sinirlamalari1 anlasilarak dikkatlice tasarlanmali, ytriitlmeli

ve dogrulanmalidir (Kim et al. 2013).

2.12 Mikroorganizmalar1 Saklama Stratejileri

Mikroorganizmalar endiistriyel alanda ve birgok arastirma programlarinda
kullanilmaktadirlar ve genetik, morfolojik ve fizyolojik yapilar1 degisiklige ugramadan
korunmalilardir. Mikroorganizmalar1 etkinliklerini kaybetmeden uzun siire ve saf
olarak canli tutmak i¢in birgok saklama stratejisi vardir. En ¢ok kullanilan yontemler
pasajlama (Winters and Winn 2010), kiiltiirlerin mineral yag ile kaplanmas1 (Nakasone
et al. 2004), dondurarak saklama (Gorman and Adley 2004;Smith D et al. 2008), s1v1
icerisinde saklama ve liyofilizasyondur (Berner and Viernstein 2006;Morgan et al.
2006). Saklama stratejisini belirlemede yontemin ucuz olmasi, saklama siiresinin

uzunlugu ve kolay taginabilir olmasi olduk¢a 6nemlidir (Melin et al. 2007).
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2.12.1 Pasajlama

Pasajlama, laboratuvarlarda ve endiistriyel alanda kullanilan en eski yontemdir.
Pasajlamada, tek bir koloni kullanilmasi istenmeyen se¢cim olasiligint ve dogal
gerilemeyi arttiracagindan hiicre materyali koloninin biiylik miktarindan alinmalidir

(Uzunova-Doneva and Donev 2005).

Pasajlamada agar bilesiklerinin dogru secilmesi kiiltiir 6zelliklerinin korunmasini
sagladigindan en 6nemli noktadir. Suslarin bazilari dogru besiyerinde 3-5°C’de 30 giin
yasarken bazilar1 birka¢ yil yasar. Sicakligin 5°C’nin lizerindeki olmasi, hiicre
canliliginin kaybedilmesine neden olur (Ruban 1989). Bu yontemle saklama siiresi;

mayalar i¢in 1-3 ay arasi, bazi bakteriler i¢in 5-12 ay, mantarlar ise 5 yildan fazladir.

2.12.2 Kiiltiirlerin Mineral Yag ile Kaplanmasi

Kiiltiirleri korumanin bir diger yolu olan mineral yag ile kaplamadir (Lastra et al.
2002). Steril ve toksik olmayan bir mineral yag ile s1vi veya kati besiyerinin kaplanmasi
esasina dayanir. A. Limier tarafindan ilk kez 1914’de Neisseria gonorrhoeae’s
saklamak icin kullanilmistir. Bu yontemle 1921 yilinda M. Michelle su igerisinde
gonokok, meninokok ve pnémokoklar1 saklamistir (Krasilnikov 1967). Mineral yag
kullanimi ile mikroorganizmalarin gelisimi ve metabolizmasint azaltan oksijen
erigsimini engellenir ve donma kosullarinda hiicre kurumasmin Onlenir. Parafin ve

vazelin yaygin olarak kullanilan mineral yaglardir.

Baz1 arastirmalara gore, pasajlama yapilmaksizin sadece vazelin kullanimina
bagli olarak mikroorganizmalarin 1-12 ay saklandigi goriilmiistiir. Bu yontemle,
Bacillus igin saklama siiresi 8-12 yil, Azotobacter ve Mycobacterium igin 7-10 yildir.
Mayalar ile yapilan caligmalarda ise bu yolla saklamanin 1 ile 7 y1l arasinda degistigi
belirlenmistir (Candida, Endomycetes, Hansenula, Saccharomyces,

Schizosaccharomyces ve Pichia) (Arkadieva 1985).
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2.12.3 Dondurarak Saklama

Dondurarak saklama kriyojenik sicakliklarda biyolojik materyallerin
saklanmasidir ve ¢ogunlukla -196 °C’de siv1 azot ya da -80 °C kuru buz igerisinde
saklanmasini ifade eder. Diislik sicaklik ile hiicre su hareketi yavaglar, protein ve DNA
denatiirasyondan ve hasardan korunur. Fizyolojik ve biyokimyasal hiicre aktiviteleri
durdurulmastyla hiicreler uzun siire saklanir. Uzun siireli korumalarda koruma igin
tavsiye edilen sicaklik -80 °C ‘dir. -196 °C’de DNA mutasyonlarinin sansi nerdeyse
sifir oldugundan ideal sicaklik olarak kabul edilir (Prakash et al. 2013).

Bazi arastirmalara gore, kriyojenik sicakliklarda mikroorganizmalarin % 10-15
gliserol veya % 5-10 DMSO ile korunmasini tavsiye edilir (Crespo et al. 2000;Gorman
and Adley 2004;Cody et al. 2008). Mikroorganizmalarin ¢ogu dondurarak saklama
yonteminde yasanabilirlik ve genotipik biitiinliik a¢isindan iyi sonuglar verir (Nagai et

al. 2005;Stielow et al. 2012).

DMSO (%5) ve Gliserol (%10-15) hiicreye penetre olma kapasitesi yliksek olan
maddelerdir ve hiicreyi suyun donma noktasinm diisiirerek korurlar. Hiicre i¢inde buz
kristali ve hidrojen bagi olusumunu ve 6nler (Fuller 2004;Chian and Quinn 2010).
Gliserol fizyolojik sicakliklarda, 1yi sekilde galisirken diistik sicakliklarda hiicre i¢ine
1yi penetre olamadigindan daha diisiik bir koruma saglar. DMSO, gliserolden daha iyi
penetre olma kapasitesine sahip olamasmna karsin %5’den daha yiiksek
konsantrasyonlardaki kullanimi toksik etkiye neden oldugundan korumayi sinirlandirir
(Prakash et al. 2013). Gliserol ve DMSO disinda kriyoprezervasyon igin kullanilan
baska bilesikler de (polivinilpirolidon, dekstran) vardir, ancak ortak kullanimda
degillerdir. Ideal bir kriyoprotektan; suda yiiksek oranda ¢oziilmeli, hiicre igine penetre
olmali, toksistesi diisilk olmali, reaktif olmamali ve yiiksek konsantrasyonlarda

cokelmemelidir (Prakash et al. 2013).

Kriyoprezervasyon sirasinda hiicrelerin korunmasi ve yeniden canlandirilmasi
icin sogutma ve ¢oziilme hizi 6nemli bir noktadir. Hiicre canliligi igin -1 ile -5 °C’de
kontrollii bir sogutma ve 37°C su banyosunda hizli bir ¢6ziinme olmasi gerektigi
raporlanmistir (Smith D et al. 2008). Hiicre biiyiikligii, su gegirgenligi ve bir hiicre

duvarmin varligi da hiicrelerin sogutmaya verdigi tepkisi i¢in 6nemlidir (Dumont et al.
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2004). Dondurarak saklamada, kontrollii bir sogutma hizi, depo edilme sicakligi ve
dogru kriyoprotektan se¢imi mikroorganizmalarin kriyoprezervasyonu igin Onemli

bilesenlerdir (Morgan et al. 2006; Smith et al. 2008).

2.12.4 Liyofilizasyon

Liyofilizasyon, basing altinda vakumla dondurulmus organik maddelerden suyun
uzaklastirilmasi siirecini kapsayan uzun siireli bir koruma yontemidir (Nireesha et al.
2013). Mikrobiyal Kaynak Merkezinde (MRC) diisiik bakim maliyeti ve liyofilize
kiiltiirlerin tasima kolaylig1 nedeniyle tercih edilen bir yontemidir. Vakumla kurutma,
hiicrelerde strese neden olur (Morgan et al. 2006; Smith et al. 2008). Iyi bir geri
kazanmim igin 1x10® hiicre/mL veya daha fazla olan bir siispansiyon gerekmektedir
(Palmfeldt et al. 2003). Liyofilizasyon teknikleri iyi kurulmus olsa da bazi
mikroorganizmalar igin liyoprotektanlarin ve siispansiyon ortaminin optimize

edilmelidir (Gémez Zavaglia et al. 2003;Siaterlis et al. 2009).

Liyofilizasyonda, dondurma basamagindan sonra su buharinin siiblimlesmeyle
uzaklastirildigi freeze-drying ya da materyalin dogrudan vakum altinda tutularak
kurutuldugu liquid-drying islemi yapilir. Liyofilizasyondan 6nce yapilan dondurma
asamasinda sicakligin diisiik olmasi, freze-drying siirecinin en énemli faktoriidiir. Bu
asamada sicaklik azalmasi yavas olursa ozmostan dolayi hiicre i¢indeki su hiicre disina
cikar ve hiicre disinda buz kristalleri olugsmasina neden olur ve ozmotik denge bozulur.
Sicaklik degisiminin hizli olmasi ise buz kristallerinin hiicre i¢erinde olusmasina neden
olur ve bu durum hiicreye oldiiriicli bir etki yaratir. Bu yiizden dondurma sirasinda
secilecek sicaklik ve diisiis zamani en kritik noktadir (Champagne et al. 1991;Sanders
et al. 1999). Liquid-drying, donma sirasinda zarar géren mikroorganizmalarda tercih
edilirken hiicreden suyun direk cekilmesinin hiicreye daha ¢ok zarar verdigi

gorilmiistiir.

Endiistriyel ve bilimsel ¢alismalarda bakterilerin saklanmasinda freeze-drying en
sik kullanilan yontemdir ve saklama kosullarinin uygunlugu, kuru olmasindan dolay1
az hacime sahip olmasi gibi avantajlari vardir (Otero et al. 2007). Freeze- drying,
mikroorganizmalarin stasyoner fazinda yapildiginda eksponensiyal faza gore canlilik
daha fazla olmaktadir (Potts 1994).
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Freeze-drying sirasinda hiicrenin zarar gérmesini Onlemek i¢in koruyucu
maddeler kullanilmaktadir. Alkol, polisakkarit, protein ve skim milk gibi kompleks
bilesikler kullanilan koruyuculardandir. Bu bilesikler rehidrasyonu kolaylastirir ve

saklama kosullarinin stabilizasyonun saglar (de Valdez et al. 1983).

Hiicre canliligimmin yiiksek olmasi ve daha uzun siire saklanabilmesi igin
kiiltiirlerin sabit fazli ve kullanilan viallerin borosilikatli , liyofilize edilen hiicre nem
oraninin %1-2 olmas1 ve +4°C’de 151k gérmeyen bir ortamda saklanmasi tavsiye edilir

(Morgan et al. 2006; Smith et al. 2008).

Liyofilizasyon, bircok bakteri, maya ve fungus sporlarinin korunmasinda ¢ok iyi
sonuglar verirken; bazi bakterileri (Helicobacter pylori, Aquaspirillum serpens,
Clostridium botulinum,), bazi maya tiirlerini (Sporobolomyces, Dekkera, Lipomyces,
Brettanomyces, , Bulleera, Leucosporidium) ve funguslarin vejatatif yapilarini
korumada yetersizdir (Smith et al. 2008).

2.12.4.1 Liyofilizasyon Basamaklari

Liyofilizasyon ii¢ adimda gerceklesir: (1) suyu buza doniistiirme olan dondurma,
(2) buzu siiblimlestiren birincil kurutma ve (3) donmamis suyun uzaklastirildig: ikincil
kurutma (Kumar et al. 2011). Sekil 2.13’de liyofilizasyon islem basamaklar

gosterilmistir.
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Sekil 2.13 Liyofilizasyon islem basamaklari (Kumar et al. 2011;Ergiin 2015).

Liyofilizasyonun kritik adim1 dondurma basamagidir ve mikro yapiy1 genellikle
donma islemi ile kurutulmus iiriiniin mikro yapisim temsil eder. Uriiniin tamamen
katilasmas1 icin diisiik bir sicaklikta donmasi gerekir (Rey et al. 2004). Uriiniin
donmasindan sonra Birincil Kurutma basamagi gerceklesir. Siiblimasyon yolu ile buz
kurutulur. Sicaklik ve basing dondurarak kurutma sisteminde dikkatle kontrol edilmesi
gereken iki parametredir. Molekiiler yiiksek basingtan diisiik basinca gog¢ ederler.
Dondurarak kurutma sisteminde g¢evre basincini azaltmak i¢in vakum pompasi

kullanilir.

Ikincil kurutma, dondurarak kurutma ile buzun siiblimlesmesi tamamlandiktan
sonra gergeklesir. Ikincil kurutmada iiriin sicakligi ortam sicakhigindan fazla ama
tiriiniin hassasiyeti ile de uyumlu olmali (McDonnell et al. 2010). Bagil nem en aza
indirilerek liyofilize {riiniin dayanikliligini ve siiresini arttirihir. Sekil 2.14°de

liyofilizasyon stireci gosterilmistir (Kasper and Friess 2011;Ergiin 2015).
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Sekil 2.14 Liyofilizasyon siireci (Kasper and Friess 2011; Ergiin 2015).

2.12.4.2 Liyofilizasyonda Koruyucu Kullanimi

Kriyoprotektan olarak isimlendirilen ve liyofilizasyon siire¢leri boyunca

hiicrenin korunmasi, saklanmasi ve yeniden canlandirilmas: i¢in koruyucular son

derece onemlidirler (Berny and Hennebert 1991;Martos et al. 2007;Zhan et al. 2012).

Freeze-drying tekniginde kullanilan koruyucular mikroorganizmalari biiylimeleri

sirasinda, dondurma sirasinda veya kurutma oncesinde kullanilir. Glukoz, laktoz,

stikroz, yagsiz siit tozlari, trehaloz, polietilen glikol gibi maddeler en ¢ok kullanilan

koruyuculardandir (Hubalek 2003).
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Hiicre zarindan igeriye girerek etkilerini gosteren koruyuculara internal
kriyoprotektanlar denir. Dondurma sirasinda hiicre sitoplazmasindan gegen internal
kriyoprotektanlar; elektrolit yogunlugunu azaltirlar, dehidrasyonu diizenleyerek
protein yapilarim1 korurlar ve diisiik sicakligin neden oldugu ozmotik biiziismeyi
azaltirlar  (Holt 2000). Etilen glikol, dimetilsiilfoksit, gliserol internal
kroyoprotektanlar arasindadir. Toksik olmasina ragmen en ¢ok tercih edilen internal
kroyoprotektan, hiicre i¢ine hizla yayilmasindan dolay1 yiiksek koruyuculuk saglayan
dimetilstlfoksittir (Anchordoguy et al. 1991;Borel Rinkes et al. 1992). Siv1 ve katyon
gecirgenligini  arttirip hiicre zarmin ozmotik soka dayanikligimi giiclendiren
koruyucalara ise eksternal kriyoprotektanlar denir. Glukoz, siikroz, trehaloz en ¢ok

kullanilan ve hiicre i¢i kristallesmeyi 6nleyen eksternal kriyoprotektanlardir.

2.12.4.3 Liyofilizasyon Sonrasi Saklama ve Yeniden Canlandirma

Uriinlerin  liyofilizasyon sonrasi saklanmasinda farkli sicaklik kosullart
denenmistir ve +4°C’de saklamanin oda sicakliginda saklamaya goére daha iyi sonug
verdigi ve canliligin ¢ok azalmadigi gorilmiistir (Mputu Kanyinda et al. 2012).
Liyofilizasyon sirasinda segilen koruyucu ve liyofilizasyon basamaklar1 kadar
mikroorganizmalarin liyofilizasyon sonrasi yeniden canlandirilmasi ve buna uygun

rehidrasyon sivisi segilmesi de son derece 6nemlidir (Champagne et al. 1991).

2.13 Mikrobiyal Asi Kiiltiirii icin Tasiyicilar

Hidrokarbonu pargalayan mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonu
iizerine yapilan ¢alismalarda bilimsel literatiir bol miktarda bulunur, ancak bunlardan
sadece birkaci ticari pazara ulagsmistir. Birgok ticari biyo-asilayici, yetersiz ve/veya
diisiik kaliteli formiilasyon nedeniyle, tasiyicilarin zayif uyumlulugu ve stabilitesi dahil
olmak {iizere laboratuvar deneylerinde gosterilen, etkinlik ile saha kosullar1 altinda
calismaz (Stephens and Rask 2000;Arora and Mishra 2016). Inokiilant
formiilasyonunun ana rolleri sunlardir: (i) hiicrelerin depolama sirasinda
yasayabilirliklerinin hizli bir sekilde azalmasini 6nlemek i¢in uzun bir siire boyunca
fiziksel veya kimyasal koruma ile kombine edilmis mikrobiyal sus veya suslar i¢in
daha uygun bir mikro ortam saglamak, (ii) daha 1yi adapte edilmis dogal toprak mikro-

florast ile suslarin rekabetini desteklemek ve (iil) topraga girdikten sonra mikro
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faunanin tahribatina bagl kayiplar1 azaltmak. Tiim bu islevler, toprak mikrobiyomu ile
etkilesime girebilecek ve kirleticileri pargalayacak giivenilir bir canli hiicre kaynagi

saglamay1 amaglamaktadir (Vassilev et al. 2020).

Tasiyict olarak sivi veya katt malzemeler kullanilarak farkli mikrobiyal
formiilasyonlar gelistirilmistir. Sivi inokiilantlar, hiicre siispansiyon Vviskozitesini,
stabilitesini ve dispersiyon kapasitesini artiran su, yag veya polimerlerle (yani katki
maddeleri) modifiye edilen mikrobiyal kiiltiirlerdir (Catroux et al. 2001;Malusa et al.
2016). Bu tiir iriinlerle ilgili sorun, mikrobiyal popiilasyonun ve metabolik
aktivitesinin, hiicre siispansiyonlarinin topraga verilmesinden sonra hizla azalmasidir,

ozellikle uygun katki maddeleri icermiyorlarsa.

Kati1 formiilasyonlar, kati, graniil veya toz formlarda hazirlanan ve partikiil
boyutlarina veya uygulama modlarma gore siniflandirilan inorganik veya organik
tastyicilara dayanmaktadir (Adholeya and Das 2012;Stamenkovi¢ et al. 2018). En
onemli kat1 formiilasyonlar, turba, kompost, tarim endiistrisi atiklari, vermikiilit, perlit,
kaya fosfat, kalsiyum siilfat ve polisakkaritler gibi tastyicilara dayanmaktadir (Singh et
al. 2016). Son yillarda kati formiilasyon teknolojileri alaninda, polisakkaritle
hareketsizlestirilmis inokiilantlara (Malusa et al. 2016), tarimsal endiistriyel atiklar
kullanilarak kati-hal fermantasyonu (solid-state fermentation - SSF) kosullari altinda
tiretilen agilayicilara verilen 6nem kadar 6nem verilmektedir (Vassilev and de Oliveira

Mendes 2018).

Bu nedenle, biyoformiilasyonda uygun bir tasiyici zorunludur. Bir tastyici, canlt
mikroorganizmay1 endiistriyel fermentdrden rizosfere transfer etmek i¢in kullanilan bir
dagitim aracidir. Kaliteli bir inokiilant mutlaka miikemmel bir tasiyict malzemeden
yapilmalidir. Bir tasiyict icin gerekli olan en onemli karakteristik 6zellik, dogru
zamanda dogru fizyolojik kosulda dogru sayida canli hiicre tasiyabilme kapasitesidir
(Singh et al. 2016). Mikrobiyal inokiilantlar i¢in iistiin kaliteli bir tasiyict malzemenin

diger ozellikleri sunlari igerir:

e Dogada toksik degildir (Ili Bazilah et al. 2011)
* Biyolojik olarak kolayca bozunur ve kirletici degildir (Smith 1992)
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e Bakterilerin biiylimesini ve hayatta kalmasini destekler (Smith 1992)

e Besin takviyesine uygundur (Smith 1992)

e Karistirma, kiirleme ve paketleme islemlerinde kullanilabilir(Smith 1992)

e Uygun maliyetli (Mishra and Dadhich 2010)

e Yeterli miktarlarda mevcut olmalidir (Ili Bazilah et al. 2011)

* Neredeyse steril veya otoklavlama veya gama 1smi gibi diger yontemlerle

sterilize edilmesi kolay olmalidir (Singh et al. 2016).

Kat1 formiilasyon, inokulumun kat1 bir tasiyiciya uygun oranda karistirildigi bir
preparattir. Tasiyici, mikroplari laboratuvardan karaya tasimak ic¢in kullanilan inert bir
malzemedir (Sahu and Brahmaprakash 2016). Kati tasiyici malzemeler, organik
kirleticilerin biyolojik bozunmasini artirmada daha iyi bir sekilde kanitlandiklari i¢in

daha avantajli olabilir. (Bashan 1998) tasiyicilar1 dort temel kategoriye ayirmistir:

1. Topraklar: turba, komiir, killer ve inorganik toprak

2. Atk bitki malzemeleri: kompostlar, ¢iftlik giibresi, soya fasulyesi kiispesi, soya
fasulyesi ve yer fistig1 yagi, bugday kepegi, pres camuru (seker endiistrisinden
bir yan {riin, tarimsal atik malzeme, kullanilmis mantar kompostu ve bitki
artiklarn)

3. Inert malzemeler: vermikiilit, perlit, zemin kaya fosfati, kalsiyum siilfat,

poliakrilamid jeller ve aljinat cakillar

Diiz liyofilize mikrobiyal kiiltiirler ve yagda kurutulmus bakteriler: bu
preparatlar daha sonra kati bir tagiyictya dahil edilebilir veya bu sekilde kullanilabilir.

2.14 Kontamine ve lyilestirilmis Alanlarda Toksisiteyi Degerlendirmek icin

Bioassay Kullanim

Petrolle ilgili bilesiklerin tehlike degerlendirmesi, su veya tortu oziitleri lizerinde
yiriitiilen bir dizi ilgili in-vitro/in-vivo bioassaylere dayanmalidir. Bu, saha 6rnekleri
veya laboratuarda gergeklesen maruziyet deneyleri analiz edilerek, nispeten ucuz ve
kolay bir sekilde hizlica gercgeklestirilebilir. Petrolle iliskili 6zel hidrokarbonlarin
toksisite profilinin tanimlanmasina olanak saglamak icin ¢oklu biyoassay secilebilir.

In-vitro biyoanalizler, akut toksisitenin bakteriyel testlerini (6rnegin Microtox®,
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Aliivibrio fischeri analizi), genotoksisiteyi (6rnegin Umu testi, Ames testi) ve dioksin
reseptdr aktivasyonunu (DR-CALUX) 6lgmek i¢in raportdr gen analizlerini igerir. In-
vitro biyoassaylere ek olarak, dliimciil veya oliimciil olmayan biyolojik sonlanma
noktali standart in-vivo laboratuvar toksisite testleri (yani algler, kabuklular, deniz

kestaneleri, yumusakgalar, baliklar) gerceklestirilebilir (Martinez-Gomez et al. 2010).

Kontamine alanlarin  karakterizasyonu ve iyilestirme tekniklerinin
degerlendirilmesi genellikle topraktaki veya diger kontamine ortamlardaki (tortu, yari
kat1 atik, vb.) kirletici konsantrasyonunun belirlenmesini igerir. Bununla birlikte,
birka¢ on yil boyunca, bu tiir bir karakterizasyon i¢in biyoassaylerin de dahil edilmesi
daha ¢ekicidir ve bazi durumlarda gergekten gerekli hale gelmistir. Temel olarak, bu
iki faktérden kaynaklanmaktadir. ilk olarak, toprak kirleticilerinin biyolojik olarak
parcalanmas1 veya kimyasal doniisiimiinde, kirletici bilesikler genellikle tamamen
mineralize edilmez, ancak diger ara maddeler iiretilir. Genellikle metabolitlerin tamami
bilinir degildir ve toksisiteleri bilinmemektedir. Ikinci olarak,
biyoremediasyon/kimyasal islemlerin yani sira bir¢cok asindirma islemi, ana bilesigin
konsantrasyonunu biiyiik dl¢lide azaltmayabilir, ancak biyoyararlanimi, halk sagligina
ve ¢evreye yalnizca minimum risk olusturacak sekilde yeterince diisiik seviyelere
diisiirebilir. Bu nedenle, bir alan1 veya islenmis materyali yeterli sekilde karakterize
etmek i¢in, kimyasal tayinlere ek olarak biyoassaylere ihtiyag vardir (Dominguez-
Rodriguez et al. 2020).

Topraktaki kirletici maddelerin toksisitesinin, Kirletici konsantrasyonuna ek
olarak ¢esitli faktorlere bagli olarak degisebilecegi gosterilmistir. Petrol
hidrokarbonlar ile ilgili olarak, ayrigma, biyoyararlanim ve toprak konsantrasyonu
toksisite acisindan Onemlidir (Matejczyk et al. 2011;Khan et al. 2013). Petrol
hidrokarbonlarinin hem dogal olarak hem de iyilestirme siireglerinde ayrigsmasi,
genellikle toprak organik maddesine veya topragin killi bilesenlerine tutunarak, toprak
ve toprak benzeri atiklardaki kirleticilerin toksisitesini ve sizabilirligini biiyiik ol¢lide
azaltir (Steliga et al. 2012). Ornegin, bir ¢alismada, petrol sondaj kesintilerinin
iyilestirilmesi, hidrokarbon konsantrasyonunda yalnizca yaklasik %10'luk bir diisiisle
sonuglanmis, ancak genel toksisite bes kattan fazla azalmigtir (Dominguez-Rodriguez

et al. 2020). Organik bilesiklerin biyoremediasyonu toksisiteyi azaltma egiliminde
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olmasina ragmen, eksik bir iyilestirme aslinda daha toksik kosullar iiretebilir. Bu, sulak
alanda bulunan ham petrolle kirlenmis turbali topragin kismi biyoremediasyonunda
gozlendi. Hidrokarbon konsantrasyonu %60 azalirken, toksisite arka plan seviyeleri ii¢
kat artmistir (Adams et al. 2011). Bakterilerin sadece yag1 degil, ayn1 zamanda turbali
topragm bir kismin1 da bozdugu, boylece daha once turbada emilen yagi serbest
biraktig1 ve onu daha biyoyararlanimli ve daha toksik hale getirdigi diistiniiliiyordu.
Ayrica, epoksitler, dioller, aldehitler vb. gibi bazi hidrokarbon biyodegradasyon ara
maddeleri, oksitlenmemis baslangig Kirleticilerinden daha toksiktir (Brock et al. 2018).
(Pradhan et al. 1997) ayrica katranli liretilmis gaz fabrika atiklariyla kirlenmis topragin
kismi aritiminda (kimyasal oksidasyon/biyoremediasyon ile) daha fazla toksik kosullar
gbzlemlenmistir. Bu nedenle, bu gibi durumlarda, iyilestirmenin basarisini yalnizca
kirletici konsantrasyonuna dayali olarak degil, ayn1 zamanda toksisiteye gore
degerlendirmek c¢ok Onemlidir. Daha potansiyelli toksik bilesiklere gore, ornegin
patlayicilarin = degradasyonunda, genellikle bazi bocek ilaglarinin  ve klorlu
organiklerin, daha toksik metabolit iiretme ihtimalleri ya da sadece kismi
detoksifikasyona ulasabilmeleri, toprak benzeri atiklarin ve aritilmis topragin
toksisitesinin degerlendirilmesine énemli derecede vurgu yapmaktadir (Dominguez-

Rodriguez et al. 2020).

Kirlenmis ve iyilestirilmis toprak ve toprak benzeri malzemelerdeki toksisiteyi
degerlendirmek i¢in kullanilan en yaygin bioassaylerden ikisi, bir biyoliiminesan deniz
bakterisi olan Aliivibrio fischeri kullanan Mikrotoks biyoanalizi ve Eisenia foetida
kullanan solucan biyoanalizidir (Pradhan et al. 1997;Salanitro et al. 1997;Adams et al.
2011;Steliga et al. 2012). Mikrotoks biyoanalizi ilk olarak kirli su ve atik su igin
gelistirilmistir, ancak daha sonra dogrudan temas testinde tortular ve toprak i¢in

degistirilmistir (Dominguez-Rodriguez et al. 2020).
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3  GEREC VE YONTEM
3.1 Gerec
3.1.1. Mikroorganizmalar

Bu calismada elde edilen tiim izolatlar, Petkim Petrokimya Holding A.S.
tesislerinin Atk Artma ve Bertaraf Unitesi biyolojik aritim havalandirma
havuzlarindan alinan aktif gamur 6rneklerinden izole edilmistir. TFA, 4-CBA, p-TOL
ve PAH kimyasallarin1 pargalama yetenegine sahip izolatlar kullanilmistir. Calismada
SANTEZ 00639-2010-2 no’lu proje kapsaminda daha onceden identifiye edilmis
etkinligi iyi olan organizmalar da ayrica kullanilmistir. Organizmalar ve organizmalara

ait izolat kodlar1 Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1 Organizmalar ve organizmalara ait izolat kodlar1

T1 Pseudomonas sp. 3A2 Comamonas
testosteroni

T4 Chryseobacterium sp. 3ABBK | Comamonas
testosteroni

T5 Pseudomonas alkylphenolia 2B Comamonas
testosteroni

TK | Arthrobacter nicotinae 12TKK | Comamonas
testosteroni

C6 Pseudomonas putida FLR1 Pseudomonas sp.

C8 Comamonas testosteroni FT5 Raoultella planticola

C9 Chryseobacterium indolegenes FT7 Raoultella planticola

PT4 | Pseudomonas alkylphenolia ANT?2 Pseudomonas
fluorescens
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PT7 | Pseudomonas putida ANTS Pseudomonas
fluorescens

PT8 | Comamonas testosteroni 218 Acinetobacter sp.

PT9 | Comamonas testosteroni CB Arthrobacter

protophormiae

R1 Pseudomonas putida SD Arthrobacter
protophormiae

H1 | Comamonas testosteroni SE Arthrobacter sp.
H2 | Comamonas testosteroni AS Micrococcus luteus
3A1 | Comamonas testosteroni P5 Aeromonas sp.

P6 Aeromonas hydrophila

3.1.2 Kullanmilan Cozeltiler ve Kimyasallar
3.1.2.1 Mikrobiyal Ortamlar
3.1.2.1.1 Bushnell Haas Broth

Hidrokarbon kullanabilen bakterilerin tespiti ve kiiltiivasyonu i¢in kullanilan bir
ortamdir. Bushnell Haas Petroleum Broth (Sigma-Aldrich-B5051) literatiir
kaynaklarinin taranmasi sonucunda ¢alismada kullanilmak iizere belirlenmistir (Singh

and Lin 2008;Dzulkapli et al. 2009;Hamza et al. 2012).

Bushnell Haas Broth hazir besiyerinden 0,16 g tartilarak 250 mL'lik erlenlerde
tizerine 50 mL distile su ilave edilerek ¢oziilmiistiir. 1,0 atmosfer basing altinda

121°C'de 15 dakika boyunca otoklav ile sterilizasyonu saglanmustir.

Bushnell Haas Broth besiyeri icerigi Tablo 3.2°de gosterilmistir.
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Tablo 3.2 Bushnell Haas Broth igerigi

Bilesen Miktan (g/L)
Magnezyum Siilfat 0,2

Kalsiyum Klorit 0,02
Monopotasyum Fosfat 1,00
Dipotasyum Fosfat 1,00
Amonyum Nitrat 1,00

Ferrik Klorit 0,05

3.1.2.1.2 Bushnell Haas Agar

Bushnell Haas Petroleum Agar’dan (Tablo 3.3) 0,64 g tartilarak 250 mL’lik
besiyeri siselerinde 200 mL distile su ile ¢6ziinerek, otoklav cihazinda sterilizasyonu

gerceklestirilmistir. Sterilizasyon sonrasinda besiyeri sisesi 65°C’de saklanmistir.

TFA, 4-CBA, p-TOL ve PAH kimyasallarin1 parc¢alayan mikroorganizmalarin

secilmesini saglamistir.

Tablo 3.3 Bushnell Haas Agar igerigi

Bilesen Miktar1 (g/L)
Magnezyum Siilfat 0,2
Kalsiyum Klorit 0,02

Monopotasyum Fosfat 1,00
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Dipotasyum Fosfat 1,00
Amonyum Nitrat 1,00
Ferrik Klorit 0,05
Agar 20

3.1.2.1.3 Plate Count Agar

Numunenin "toplam" veya canli bakteri biiyiimesini degerlendirmek veya
izlemek i¢in yaygin olarak kullanilan genel biiyiime ortamidir. Plate Count Agar (PCA)

segici bir ortam degildir.

Izolasyon asamasinda organizmalarin morfolojik farkliliklarini ve gesitliliklerini,
saflik kontrolii ve raf omrii ¢aligmalarinda canliliklarin1 belirlemek amaciyla, PCA
(Tablo 3.4) kullanilmistir. PCA’nin (Merck 1.05463) 4,5 g, 250 mL’lik besiyeri
siselerinde 200 mL distile su ile ¢oziilmiistiir. Otoklavda 121°C’de 1,0 atmosfer basing
altinda 15 dakika steril edildikten sonra, yaklasik 45 °C’ye kadar sogutulup petri

kaplarina dokiilmiistiir.

Tablo 3.4 Plate Count Agar igerigi

Bilesen Miktanr (g/L)

Kazeinden Elde Edilen Pepton 5,0

Yeast Extract 25

D(+) Glukoz 1,0

Agar-agar 14,0
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3.1.2.1.4 Nutrient Broth ve Nutrient Agar

Nutrient Broth ortami (Merck 1.05443), ferment6rde bakterileri biiyiimesi igin
gerekli besiyeri olarak ve belirli raf omrii siiresinde biyoparcalama etkinliginin
degerlendirilmesinde  gerekli mikroorganizma yogunlugunun ayarlanmasinda

kullanilmistir.

Liyofilize firiinliin rehidrasyon sivisiyla canlandirilmasi asamasindan sonra
kullanilmak tizere, her vial i¢in ayr1 olarak 100 mL’lik erlenlerde hazirlanan 20 mL’lik
Nutrient Broth ortami 1,0 atmosfer basing altinda 121°C'de 15 dakika otoklav ile steril

edilmistir. Tablo 3.5’ de Nutrient Broth ortaminin igerigi gosterilmistir.

Petrilerde saflik kontrolleri yapilmis mikroorganizmalar yatik Nutrient Agar

ortamina g¢ekilmistir. Daha sonra kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.5 Nutrient Broth ve Nutrient Agar icerigi

Bilesen Miktanr g/L

Nutrient Broth

Etten Elde Edilen Pepton 50

Meat Extract 3,0
Nutrient Agar

Etten Elde Edilen Pepton 50

Meat Extract 3,0

Agar-agar 14,0
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3.1.2.1.5 LB Broth ve LB Agar

LB (Luria-Bertoni) ortamimnin formiilasyonlar1 Escherichia coli'nin kiiltiire
edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Plazmid DNA'nin hazirlanmasi: ve
rekombinant suglarin biiylimesi i¢in molekiiler mikrobiyoloji uygulamalarinda bir

standart haline gelmistir.

3.1.2.2 Kullamlan Kimyasallar

Tez galismasinda kullanilan tiim kimyasallar Tablo 3.6'da gésterilmistir.

Tablo 3.6 Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Kullanilan Kimyasal Kullanim Amaci
Terefitalik asit (Sigma Aldrich- 185361) Biyopar¢alama Denemeleri
P-toluik asit (Sigma Aldrich- T36803) Biyopargalama Denemeleri

4-karboksibenzaldehit (Sigma Aldrich- 124915)  Biyopargalama Denemeleri

Antrasen (Sigma Aldrich- 3885) Biyopargalama Denemeleri
Fluoren (Sigma Aldrich- 128333) Biyoparcalama Denemeleri
Piren (Sigma Aldrich- 185515) Biyopargalama Denemeleri
Hidroklorik Asit (HCI) pH Degeri Ayarlanmasi
Sodyum Hidroksit (NaOH) pH Degeri Ayarlanmasi
Asetonitril (Sigma Aldrich- 270717) HPLC Analizleri

Formik Asit HPLC Analizleri

n-Hekzan (Sigma Aldrich- 32293) Hidrokarbon Ekstraksiyonu
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Gliserol

Mikroorganizma
Stoklarinin Hazirlanmasi

3.1.2.3 Tasiyic1 Materyal

Onceden yapilmis calismalar incelendiginde goriilmiistiir ki tastyict olarak,

bakteri kolonilerinin hayatta kalmasi ve daha sonra muamele edilecek ortam ig¢inde

biliylimesine izin veren, biyolojik olarak parcgalanabilir bilesimler tarif edilmistir.

Aerobik mikroorganizmalar i¢in bir dereceye kadar destekleyici besin saglayan,

gozenekli mekanik bir yapiya sahip, lignoseliillozik dogal nisasta bilesenlerinden

olmayan bitki materyalleri ¢alismada kullanilmistir.

Gelistirilmek istenen iriiniin kullanilabilirlik seviyesini yiikseltmek amaciyla

elde edilmesi en kolay ve ucuz olan tasiyicilar se¢ilmistir. Tablo 3.7’de kullanilan

tastyicilar gosterilmistir.

Tablo 3.7 Tastyicilar ve miktarlari

Tasiyic1 adi Bilimsel ad1 Uriin kompozisyonu
icerisindeki miktari

Yonca Bitkisi Medicago sativa %40

Soya Kiispesi Glycine max %60

Aycicegi Kiispesi Helianthus annuus %50

Zeolit %70
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3.1.2.4 Koruyucu Materyal

Literatiir taramalar1 neticesinde mikrobiyal hiicrenin korunmasi, saklanmasi ve
tekrar canlandirilmasinda kullanilan en temel koruyucular se¢ilmistir. Ayrica koruyucu
olarak, fermentor tiretimi ile elde edilen as1 kiiltiiriiniin santrifiij ile mikroorganizma

icerigi uzaklastirilarak elde edilen kendi kiiltiir s1ivisi da ¢alisilmustir.

Calismada kullanilan skim milk ve polivinil alkol, distile suda ¢dziilerek
kullanilacak stok konsantrasyonlar hazirlanmistir. Liyofilizasyon 6ncesi silika ekleme
isleminin, silikanin 06zelligini kaybettirmesinden dolay1 igeriklerde bulunan tiim
silikalar, liyofilizasyon programi tamamlandiktan sonra septumlar agilarak viallere

eklenmis olup vakum altinda vialler yeniden kapatilmistir.

Tablo 3.8°de kullanilan koruyucular ve hazirlaniglart gosterilmistir.

Tablo 3.8 Koruyucularin son konsantrasyonlari ve sterilizasyon kosullari

Korucuyu adi Hazirlanan stok Liyofilizasyon vialindeki  Sterilizasyon
konsantrasyonlar1  son konsantrasyonlar kosulu

Skim milk %40 %10 105°C’de 5

dakika

Polivinil alkol %20 %5 121°C’de 15

(PVA) dakika

Silika (Sigma Ana Stok %5 121°C’de 15

Aldrich-) dakika

3.1.2.5 Fosfat Tampon Soliisyonu (Phosphate Buffer Saline - PBS) (1X, pH 7.4)

Liyofilize halde saklanan, belirli raf omriinii tamamlamig vial igerigindeki

organizmalarin canlandirilmasi i¢in rehidrasyon sivisi olarak fosfat tampon soliisyonu
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kullanilmistir. Ayrica biyopargalama etkinliginin 6l¢iilmesinde inokiilasyon Oncesi

izolatlar PBS soliisyonunda yikanmustir.

Her vial i¢in ayr1 olarak 50 mL’lik erlenlerde 20 mL hazirlanan PBS soliisyonu
1,0 atmosfer basing altinda 121°C'de 15 dakika boyunca otoklavlanmistir. Tablo 3.9°da

PBS soliisyonunun igerigi gosterilmistir.

Tablo 3.9 PBS Soliisyonu

Bilesen Miktanr (g/L) Son Konsantrasyon
NaCl 8,0 137 mM

KCI 0,2 2,7 mM
Na:HPO.2H:0 1,44 10 mM

KH:PO4 0,24 1,8 mM

Distile Su 1000 mL

3.1.2.6 Sentetik Atik su Icerigi
Tank reaktor igerisindeki gamur, siirekli olarak 1500 mg/L glukoz igeren, igerigi

Tablo 3.10’da verilen sentetik atik su ile beslenmistir.

40x stok konsantrasyon olacak sekilde hazirlanmis sentetik atik suyun 121°C 'de
15 dakika boyunca otoklavlanarak sterilizasyonu saglanmistir. Cesme suyu ile

seyreltilerek istenilen konsantrasyon ayarlandiktan sonra reaktorlere aktarilmstir.

Tablo 3.10 Sentetik atik su igerigi

Bilesik g/L

MgS0.7H:0 0,00262
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NaCl 0,03
Na:HPO.12H-0O 0,0836
FeCl:6H-O 0,0166
KH:PO. 0,0136
CaCl:2H:0 0,01854
KCI 0,014
Ure 0,1
Pepton 0,6
Glukoz 1,5

3.1.2.7 Niikleik Asitlerin Goriintiilenmesinde Kullanilan Kimyasallar

Izole edilen genomik DNA'lar agaroz jel elektroforez sisteminde, Agaroz
(Merck- 9012-36-6) - Tris Asetik Asit (TAE) tamponu kullanilarak %1°lik jelde
goriintiilenmistir. Stok olarak 50X TAE (Tablo 3.11) hazirlanmig, optimum ¢aligma
icin pH 8’e ayarlanmig, 50 kat seyreltilip 1X TAE tampon olarak kullanilmistir.
DNA'larin agaroz jelde goriinebilmeleri i¢in GelRed (Biotium®) floresan tabanli

niikleik asit boyas1 kullanilmigtir.

Tablo 3.11 50X TAE igerigi

Bilesen Miktanr

Tris Base 242 g

Glasiyal Asetik Asit 57,1 mL
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0,5M EDTA 100 mL

dH20 1000 mL

3.1.2.8 DNA izolasyon Kiti

Genomik DNA'nin ekstraksiyonu, ZR Fungal/Bakteriyel DNA MiniPrep™
izolasyon Kiti (ZymoD6005) kullanilarak gergeklestirildi.

3.1.2.9 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kiti

HelixAmp™ HyperSense-Taq Polymerase (Nanohelix South Korea) Kiti

kullanilmastir.
3.1.2.10 Toksisite Analiz Komponentleri

Modern Water; Acute Reagent (Aliivibrio fischeri), Reconstitution Soliisyonu,

Ozmotik Adjusting Soliisyonu ve Diluent ticari olarak temin edilmistir.

Reagent vial iginde liyofilize haldedir, -20°C ile -25°C araliginda saklanmuistir.
Calismadan hemen Once, Reconstitution ile muamele edilip, 3 saat iginde

kullanilmustir.
3.1.3 Kullamlan Cihazlar

Otoklav (Hirayama Hiclave - HV-50 L): Calismada kullanilan laboratuvar

ekipmanlarinin (cam malzemeler, besiyerleri, atik malzemeler) sterilizasyonu i¢in

kullanilmistir.

Hassas Terazi (Denver Instrument) : Kullanilan besiyeri bilesenlerinin ve

kimyasallarin hassas sekilde tartim1 amaciyla kullanilmistir.
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Vorteks (VWR): Tiiplerdeki bilesenlerin karigiminin saglanmasi amaciyla

kullantlmistir.

pH Metre (WTW Inolab): Kullanilan kimyasalarin uygun pH’ya getirilmesinde,
besiyeri ortamlar1 ve tamponlarin asit-baz dengelerinin saglanmasi amaci ile

kullanilmastir.

Portatif pH Olgcer (WTW pH 3110): Aktif ¢amur sisteminin pH analizi igin

kullanilmastir.

Portatif Oksijen Olger (WTW _Oxi 3205): Aktif camur sisteminin ¢dziinmiis

oksijen analizi i¢in kullanilmistir.

Manyetik Karistirici (Chiltern - MS21S): Isitmali manyetik karistirici, hazirlanan

bazi ¢ozeltilerin homojen hale getirilmesi i¢in kullanilmaistir.

Sogutmali Santrifiij (Hettich): Tiim ¢oktiirme islemlerinde kullanilmstir.

Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich 120): Mikrosantrifiij tiipii kullanilan ¢oktiirme

islemlerinde, HPLC analizleri ve DNA izolasyonu sirasinda farkli asamalarda

kullanilmistir.

Inkiibatér (Memmert - IPP400): Statik kosullarda yapilan inkiibasyonlarda
30°C'de kullanilmistir.

Calkalayici ve Sogutmali Inkiibator (New Brunswick Scientific Innova 4340,

Biosan Inkiibatér ES — 20): Sivi ortam inkiibasyonlari i¢in kullanilmistir.

Firin Etiiv: AKM o6lgiimlerinde kurutma amagh kullanilmistir.

Spektrofotometre (Hettich-Carry 300 Bio): Mikroorganizmalarin optik yogunluk

degerlerinin belirlenmesi ve baslangi¢ konsantrasyonlarmin ayarlanmasi amaciyla

kullanilmistir.
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McFarland Densitometre (Biosan - Den 1B): Hiicre konsantrasyonlarini 6l¢gmek

icin kullanilmistir.

Termoreaktor ve Spektrofotometre (WTW CR2200, WTW Photolab S12):
Cihazlar KOI analizlerinde kullanilmistir.

Nanodrop Spektrofotometre Sistemi (Thermo Nanodrop 2000¢): DNA miktar ve

saflik 6l¢timlerinde kullanilmistir.

Elektroforez Ekipmanlari ve Gii¢ Kaynagi (OWL OW-Al -- OW-B1A -- OW-
B2, OWL OW-EC300XL2): Molekiiler biyolojinin temel ve baslica teknigi olan jel

elektroforezi analizlerinde kullanilmustir.

Jel Goriintiileme Sistemi (UVP Biospectrum 800): PCR fiiriinleri agaroz jelde

yuriitiildiikten sonra, jel gortintiileme sisteminde goriintiilenmistir.

Toksisite Olgiim Cihazi (Modernwater® Microtox M500): Biyopargalama

sonrasinda olusan ortam bilesenlerin toksik olup olmadigmni belirlemek igin

kullanilmastir.

Mikroskop (Olympus CX21): Gram boyanmis organizmalarin mikroskobik

morfolojisinin ve aktif camur floklarinin izlenmesinde kullanilmistir.

Stereomikroskop (Motic SMZ161B) : Tastyicilarin 6giitme sonrast boyut

farkliliklarinin1 gézlemlemek i¢in kullanilmastir.

Mikropipetler (Eppendorf): 10 pL, 100 pL ve 1000 pL pipetler kiiciik

hacimlerdeki aktarim islemlerinde kullanilmistir.

Steril Kabin (Niive MN120): Yapilan ekim islemleri kontaminasyonu 6nlemek

amaciyla steril kabin igerisinde gergeklestirilmistir.

PCR Kabini (Biosan): Molekiiler biyoloji ¢aligmalar1 kabin igerisinde

gerceklestirilmistir.
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Liyofilizator (LABCONCO FreeZone Console Freeze Dry Systems with

Stoppering Tray Dryers): Mikroorganizmalarin liyofilizasyonunda kullanilmistir.

Dikey Derin Dondurucu (WiseCryo WUF-500): Genomik materyallerin,

molekiiler analizlerde kullanilacak Kitlerin ve olusturulan aktif ¢amurun saklanmasi

i¢cin kullanilmustir.

HPLC (Agilent 1100 Series): Mikroorganizmalarin  biyopar¢alama

etkinliklerinin belirlenmesinde, kimyasal maddelerin miktarlarindaki degisimin

izlenmesi i¢in kullanilmustir.

Gaz Kromatografisi (GC) (6890N Agilent Technologies Network GC System):

Biyoparcalama ¢aligsmalar1 sonrasinda PAH’larin belirlenmesinde kullanilmgtir.

Real-time PCR (Roche LightCycler® 96 System): Aktif ¢camur sisteminde yer

alan mikroorganizmalarin DNA molekiillerinin kalitatif ve kantitatif takibi yapilmistir.

Thermal Cycler-Gradient (Techne-TC Plus): Cihaz, genomik ve plazmid

DNA'larin ¢ogaltilmasinda kullanilmistir.

Kuru Blok Isitici (Stuart ST-SBH130D) : Molekiiler mikrobiyoloji analizlerinde

kullanilmistir.

Biyoreaktor (Sartorius Stedim Biostat® A): Asi kiiltiiriiniin  biyoreaktorde

iiretimi gergeklestirilmistir.

Siirekli karisimli Tank Reaktorii (CSTR): Aktif ¢amur olusturulmasinda,

olgunlastirllmasinda ve hedef kimyasal maddelerin biyoparcalama denemelerinde

kullanilmastir.

Dozaj Pompasi (Emec Srl./Italya VMS V CO) : Reaktorlere besin iletiminde

kullanilmastir.
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3.2 Yontem
3.2.1. Mikrobiyal Suslarin izolasyonu

Petkim Petrokimya Holding A.S. tesislerinin Atik Aritma ve Bertaraf Unitesi,
biyolojik aritim havalandirma havuzlarindan aktif camur temin edilerek; 6zellikle PTA
bilesenlerini  biyoparcalama  yeteneginde ki  organizmalarin  izolasyonu
gerceklestirilmistir. Istenilen karboksilik asitleri parcalama yetenegine sahip olan
mikroorganizmalarin se¢ilmesi i¢in modifiye edilmis bir tarama yontemi kullanilmistir

(Liu et al. 2010).

Karbon kaynag ¢ozeltileri (TFA, 4-CBA, p-TOL - Tablo 3.5) bu amag i¢in ayr1
olarak hazirlandi. Bu reaktiflerin suda ¢oztnirligii zayif oldugundan, tamamen
cozlinebilmeleri i¢in toplam hidrojen iyon molaritesine esdeger miktarda NaOH ilave
edilmistir. Coziicli olarak ultra saf su kullanilmigtir. Tam Karisim saglandiktan sonra
IN HCl kullanilarak ¢alisma pH’1na 7.0’ye ayarlanmistir (Kim et al. 2012). Hazirlanan
2000 mg/L’lik stok c¢ozeltileri 0,22 pum’lik steril siringa filtresinden gegirilerek,
istenmeyen biyobozunumu 6nlemek i¢in daima 4°C'de muhafaza edilmistir. Filtreleme

islemi sonrasinda genel besiyerine ekimleri yapilip, liremenin kontrolii saglanmistir.

Tek karbon kaynagi olarak 100 mg/L (ppm) ve 200 mg/L referans kimyasallari
(TFA, p-TOL ve 4-CBA) igeren 50ml Bushnell Haas Broth ortamlarina aktif ¢camur
orneginden %5 oraninda ilave edilmistir. Erlenler 27-30°C’de aerobik olarak bir
orbital calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince besiyeri ortamlarinda
olusan bulaniklik gozlemlenerek, herhangi bir kontaminasyon olup olmadiginin
kontrolii kor erleni olusturularak takip edilmistir. 7 giin sonunda steril taze ortamlara
pasajlamalar yapilmistir. 2.pasajlama tamamlandiktan sonra erlenlerden %0,1 yeast
extract ve referans kimyasallar1 iceren Bushnell Haas Agar petrilerine karisik
mikrobiyal popiilasyondan saf koloniler elde etmek amaciyla ¢izgi ekim yapilarak
inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon sonunda iireyen kolonilerin morfolojileri ve
gram reaksiyonlarinin belirlenebilmesi amaciyla PCA genel besiyerine ¢izgi ekim

yontemi ile ekilerek, 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ureme gézlemlenmis
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olup, saf oldugu emin olunan ve degisiklik gosteren koloniler tekrar ¢izgi ekim yontemi

ile PCA ortamlarina inokiile edilmistir.

2.pasajlama tamamlandiginda ¢izgi ekimler yapilirken es zamanli olarak
erlenlerden 3.pasajlama i¢in kimyasal konsantrasyonu arttirilmis erlenlere ekimler
yapilmistir.  Yiksek kimyasal konsantrasyonuna dayaniklt mikroorganizmalarin
secilmesi amaciyla, 400 ppm kimyasal konsantrasyonuna kadar bu islem devam
ettirilmistir. Oncelikle ayn1 konsantrasyona sonrasinda yiiksek konsantrasyona
gecilerek 6 pasajlama tamamlanmis, bu sekilde mevcut kosullarda iireyebilmis

mikroorganizmalarin hedef kimyasallara adaptasyonunun saglanmasi amaglanmistir.

Petrilerde saf goriilen mikroorganizmalarin izolasyonu gerceklestirildikten sonra
mikroorganizmalar kodlanip yatik Nutrient Agar ortamina cekilmistir. Daha sonraki
analizler i¢in +4°C’de muhafaza edilmistir. Bunun yaninda segilen bu izolatlar, Nutrient
Broth besiyerinde kiiltiirlenen bakteri stispansiyonlar1 seklinde, igerisinde son
konsantrasyon %16 gliserol olacak sekilde -80°C'lik derin dondurucuda 2 mL’lik steril

vidali cryo tiipler igerisinde saklanmuistir.

3.2.2. Biyoparcalama Etkinlik Calismalar:

Mikroorganizmalarin biyoparcalama kabiliyetlerini belirlemek i¢in, 50 ml
Nutrient Broth ortamlarina her bir mikroorganizma igin ayri ayri asilama yapilarak
30°C’de 24 saat boyunca 150 rpm ¢alkalamali inkiibatdrde ¢cogalmalar1 saglanmistir.
Inkiibasyonun sonunda, erlenlerden steril mikrosantrifiij tiiplerine 1 ml alinarak 5000
rpm'de 3 dakika santrifiijlenmistir. Sonrasinda siipernatant atilip, kalan pelletlerin
tizerine 1 ml steril PBS tampon ¢6zeltisi eklenerek yeniden santrifiijlenmistir. Yikama
islemi iki kez tekrarlanmistir. Son olarak 1 ml steril distile su ile siispanse hale

getirilmistir.

Hiicre siispansiyonlarinin erlenlere aktarilacak mikroorganizma miktarlari optik
yogunluk (Optical density - OD) bazinda optimize edilmistir. Bu amagla,
spektrofotometre vasitasiyla 540 nm dalga boyunda 6l¢tim yapilip, yogunluklarinin 0,3

- 0,5 OD olmast saglanmistir. Biyopar¢alanma analizinde kullanilacak bu
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mikroorganizma siispansiyonlarinin karsilik geldigi mikrobiyal yiikiin belirlenmesi
icin; OD’si ayarlanmis siispansiyonlar 10 ‘a kadar seyreltilerek PCA ortamina dokme
plaka yontemi ile ekimleri ger¢eklestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda 0,3 - 0,5
OD degerinin yaklasik olarak 107 kob/ml oldugu belirlenmistir.

Hidrokarbonlarin biyolojik olarak par¢alanmasi, 50ml Bushnell Haas Broth
ortami igeren 250 ml’lik erlenlerde gergeklestirilmistir. Erlenler hazirlanan H2SO4
soliisyonundan gegirilerek cam yiizeyinde bulunabilecek organik maddelerden
arindirilmiglardir. Tek karbon kaynag olarak referans kimyasal ¢ozeltilerin ayr1 ayri
100 ppm ilave edildigi ortamlar igerisine %5 oraninda OD’si ayarlanmig organizma
astlamasi yapilarak 30°C'de 150 rpm calkalamali olarak inkiibasyona kaldirilmistir.
Raf 6mrii denenen iiriinlerin biyopar¢alama denemelerinde ortam igerisine eklenen
kimyasal konsantrasyonlar1 40 mg/L TFA, 40 mg/L p-TOL ve 30 mg/L 4-CBA olacak
sekilde eklenmistir. Erlenlerin tamami karanlik ortamda inkiibe edilerek
fotooksidasyon ihtimali de engellenmistir. Deneysel yontemin dogrulanmasi amaciyla,
agilama islemi gerceklestirilmemis kontrol erlenleri kor olarak calisma siiresince
degerlendirilmistir. Belirli araliklarla o6rnek alinip, biyopargalanma siiresinin
belirlenmesi igin es zamanli olarak enstriimental analiz yontemlerinden kromatografik

yontemler (Bkz.3.2.3) gergeklestirilmistir.

3.2.3 Kromatografi Yontemleri

Bu tez ¢alismasinda 2 ayr1 kromatografi yontemi (HPLC, GC) kullanilmustir.

3.2.3.1 Yiiksek Basinc¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) Metodu

Biyopargalama etkinliklerinin belirlenmesi i¢cin HPLC (Agilent 1100 Serisi)
analizlerinde PTA grubu; TFA, p-TOL ve 4-CBA i¢in %70-30 Su: Asetonitril (ACN)
+ %0,1 Formik asit (FA) sisteminde 1pl enjeksiyon, 1ml akis hiz1 ve 25°C kolon
sicaklhiginda yiiriitiilmustir. PAH grubu; Fluoren (FLO), Antrasen (ANT) ve Piren
(PYR) iginse; %50-50 ACN - Su mobil fazinda 0-13 dakikada %50-100 gradient

olusturularak 1pl enjeksiyon, Iml akis hiz1 ve 25°C kolon sicakliginda ytiriitiilmiistiir.
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Tim kimyasallar i¢in Agilent Zorbax Eclipse PAH Column kullanilmistir
(Chandrasekara Pillai et al. 2009). Metot olusturulurken kimyasallarin yapilarina gore
mobil fazlar olusturularak diyot array dedektorii (DAD) vasitasiyla en iyi pikleri
verdikleri dalga boyu ve bu piklerin siireleri saptanmustir. Tablo 3.12°de kimyasallara

ait tespit edilen farkli dalga boylar1 ve alikonma siireleri verilmistir.

Tablo 3.12 HPLC Protokolleri

Hidrokarbon Dalga Boyu (nm) Alikonma Siiresi (dakika)
TFA 240 16
p-TOL 240 6,1
4-CBA 254 2,4
FLO 254 7,1
ANT 254 9,1
PYR 240 10,9

3.2.3.2 Gaz kromatografisi (GC) Metodu

PAH analizleri ¢alisma baglangicinda HPLC cihazi ile yapilmis olup, sonrasinda
GC (6890N Agilent) cihazi ile analize gegilmistir. PAH’larin analizi, Flame lonization
Detektorii (FID) ve HP-5 kolonu (30m x 0.320 mm, 0.25um film, Agilent, ABD)

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Kosullar; enjektor sicaklign 280°C, dedektor sicakligi 300°C, tasiyic1 gaz,
helyum (1 ml / dakika); Hava akis1 300 mL/dakika, Hidrojen akist 30 ml/dakika

seklinde ¢alisilmistir. 1pul numune enjekte edilmistir.

Firin sicakligi programi asagidaki gibidir;

Kolon baslangi¢ sicakligi olan 100°C’de 2 dakika bekledikten sonra, son sicaklik
noktast olan 280 °C’ye 8 °C /dakika artiglarla ulasilir ve 280 °C’de 5 dakika bekletilir
(30 dakika).

Tablo 3.13’de kimyasallara ait tespit edilen farkli dalga boylar1 ve alikonma

siireleri verilmistir.

Tablo 3.13 GC Protokolleri

Hidrokarbon Dalga  Boyu Alhkonma Siiresi
(nm) (dakika)

FLO 240 13,1

ANT 254 15,9

PYR 240 19,8

3.2.3.3 Standart Egri Olusturulmasi

Biyopargalama etkinliklerinin belirlenmesinde HPLC ve GC analizleri ile
kimyasal maddelerin dogru olarak Olgiilebilmesi i¢in, standart egri grafikleri
olusturulmugtur. Standart egrilerden elde edilen sabit katsayilar, bilinmeyen 6rnekteki

kimyasal madde konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda kullanilmistir.
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Elde edilen standart egri grafikleri asagida goriilmektedir. (Sekil 3.1, Sekil 3.2,
Sekil 3.3)
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Sekil 3.1 HPLC cihazinda olusturulan PTA grubu kimyasallarin standart egri grafikleri
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Sekil 3.2 HPLC cihazinda olusturulan PAH grubu kimyasallarin standart egri grafikleri
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Sekil 3.3 GC cihazinda olusturulan PAH grubu kimyasallarin standart egri grafikleri
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3.2.3.4 Hidrokarbonlarm Ekstraksiyonu

Belirli araliklarla HPLC igin alinan 6rnekler TFA grubu ig¢in 10000 rpm’de 3
dakika santrifiijlenerek ependorflarin siipernatant kismi viallere alinip, HPLC

sistemine verilmistir.

PAH grubu ekstraksiyon islemi i¢in ise, kimyasallarin sudaki ¢oziliniirliik
katsayilarinin diisiik olmasi nedeni ile ara ¢ézgen fazi ile sulu ortamdan ekstraksiyon
yapilmistir. Her bir erlenden steril mikrosantrifiij tiiplerine 500 pl 6rnek alinmustir.
Alman ornekler tizerine 1 ml n-hekzan (1:2 (v/v) ornek : hekzan) eklenerek 5 dk
boyunca maksimum hizda vortekslenmistir. Daha sonra 10000 rpm'de 3 dakika
santrifiijlenmistir. Olusan susuz {ist faz dikkatli bir sekilde alinarak viallere aktarilip

sisteme verilmistir.

Poliaromatik hidrokarbonlar suda ¢oziinmedikleri i¢in besiyerlerine eklenmeden
once uygun ¢ozgen DMSO ile ¢oziilmiistiir. Deneme siiresince besiyerlerine kontrollii
olarak aseton ilave edilmistir (Saygili 2012). Bdylece hidrokarbonlarin Kristalize

olmalar1 6nlenmistir.

3.2.4. Biyoparcalama Etkinligine Gore Secilen Mikroorganizmalarin Tanilanmasi

PCA ortamina ¢izgi ekim yontemiyle, secilen izolatlarin ekimi yapilmustir.
30°C’de 24 saat inkiibasyon tamamlandiginda kiiltiirel 6zellikler ( koloni rengi, koloni
sekli, koku, koloni pigmentasyonu) ve morfolojik o6zellikler (hiicre geperi gram
reaksiyonlari, hiicrelerin morfolojik yapilar1 ve boyutlar1) bakimindan incelenmistir.
Gram boyama islemleri ig¢in boya soliisyonlar1 (Merck-111885) ticari olarak temin

edilmistir.

3.2.5. Mikroorganizmalarin Molekiiler Tanilanmasi

3.2.5.1 Genomik DNA Ekstraksiyonu
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Tez galismasinda kiiltiirel, morfolojik ve analitik yontemler sonucunda se¢ilmis

izolatlarin ve biyoreaktor i¢erisinden alinan 6rneklerin molekiiler tanilamasi icin DNA

izolasyonlart yapilmigtir. Genomik DNA'nin ekstraksiyonu, DNA izolasyon Kiti

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Takip edilmis kit kullanim adimlar1 su sekildedir;

10.

50-100 mg fungal/bakteriyal hiicre igeren siispansiyon 200ul PBS tamponu
icinde yeniden siispanse edilerek BashingBead™ Lysis tiipiine aktarilir ve
tizerine 750ul Lysis Solution eklenir.

BashingBead™ Lysis tiipii maksimum hizda vorteks ile Sdakika boyunca
karigtirilir.

Daha sonra 10000xg’de 1 dakika santrifiijlenir (Hettich 120).

Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatanttan 400ul, Collection Tube’e oturtulan
Zymo-Spin IV filtreye aktarilmig, ardindan 7000xg’de 1 dakika
santrifiijlenmistir.

Collection Tube igerisinde biriken filtrat tizerine 1200ul fungal/bakteriyal
baglama tamponu eklenmistir.

Bu asamada elde edilen karisimdan 800ul alinarak yeni bir Collection Tube
oturtulmus, Zymo-Spin IIC kolonuna aktarilmis ve 10000xg’de 1 dakika
santrifiijlenmistir.

“’6’’ nolu basamaktaki islemler tekrar yapilmistir.

200ul DNA yikama-6ncesi tamponu yeni Collection Tube’a oturtulmus Zymo-
Spin IIC kolonuna aktarilmis ve 10000xg’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

500ul fungal/ bakteriyal DNA yikama tamponu Zymo-Spin IIC kolonuna
aktarilmig ve 10000 xg’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

Zymo-Spin IIC kolonu 1,5 mI’lik temiz bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmis
ve 50ul DNA eliisyon tamponu dogrudan kolon igerisinde orta kisimdaki
matrise ilave edilmistir. Sonra 10000xg’de 30 saniye santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonras1 mikrosantrifiij tiipii i¢erisinde saf DNA elde edilmistir.
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3.2.5.2 DNA Miktar Ol¢iimii ve Saflik Kontrolii

Niikleik asit ekstraksiyonundan sonra, DNA’nin miktar1 ve safligit Nanodrop
cihazi ile degerlendirilmistir. Bu amagla DNA 6rneginden 1,5 pl cihaza yerlestirilerek
260 ve 280 nm dalga boylarinda floresan absorbans 6l¢iimleri yapilarak A260/A280
orani belirlenmis ve ng/ul cinsinden miktar1 dl¢iilmiistiir. A260 / A280 degeri 1.80'e
yakin DNA'lar saf olarak kabul edilmistir (Zimmerman 2003). Yapilacak analizlerde

kullanilmak tizere -20 © C'de saklanmustir.

3.2.5.3 Genomik DNA’larin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Goriintiilenmesi

Elde edilen genomik DNA’larin biitiinliikleri agaroz jel elektroforezinde kontrol

edilmistir.
Agaroz jel hazirlanmasi ve elektroforez icin izlenilen basamaklar su sekildedir;

1. 100 mL 1x tris asetat EDTA tamponu (1XTAE) ve 1,0 g agaroz tartilarak temiz
bir erlen igerisine eklenmis ve agaroz siispansiyonu tamamen ¢oziiliip berraklagincaya
kadar mikrodalga firininda kaynatilmistir.

2. Agaroz jel soliisyonu, 60-70°C’ye kadar sogutularak icerisine % 0.002 GelRed
(Biotium®) ilave edilmistir.

3. Elektroforez kiivetine taraklar uygun sekilde yerlestirilerek, agaroz jel
icerisinde hava kabarcigi kalmayacak sekilde, yaklasik 1 mm kalinlikta dokiiliip
katilagmast i¢in oda sicakliginda 45 dakika kadar bekletilmistir.

4. Elektroforez tankinin igerisine yerlestirilmis jelin yilizeyinin {lizerini 1-2 mm
kadar kaplayacak 1XTAE ilave edilmis, taraklar ¢ikarilmistir.

5. 2 uL DNA 06rnegi, 1pL yilikleme boyasi (6X konsantrasyon) ve 3ul su ile
karisimi hazirlanarak 6 pL 6rnek kuyucuklara yiiklenmistir.

6. Genomik DNA'larin boyutlandirmasini yapabilmek i¢in belirteg olarak ayr1 bir
kuyucuga 1,0 kb’lik DNA ladder (Nanohelix) yiiklenmistir.

7. Elektroforetik gog¢, 90V'da yaklasik 45 dakika siireyle gergeklestirilmistir.
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8. Jel kiivetten dikkatlice alinarak, DNA parcalar1 multispektral goriintiileme
sistemi kullanilarak ultraviyole (UV) 15181 altinda goriintiilenmis ve bant boyutlar

belirtegc DNA bantlart ile karsilagtirilmistir.

Elektroforez sonucunda baslangi¢ noktasina yakin, yiiksek molekiil agirlikli tek
bir bant gozlenmesi, izole edilen genomik DNA’larin biitiinliigiiniin tam oldugunu

gostermektedir (Ausubel and Baatout 1996).

3.2.5.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR)

PCR, kiigiik, karmasik bir 6rnekten biiyiik miktarlarda spesifik DNA parcasi
veren bir in vitro replikasyon teknigidir. PCR teknigi, amplifiye edilecek parcayi
cevreleyen iki primerden (forward - reverse) DNA'nin enzimatik sentezine dayanir.
Hedef DNA parcasi, DNA'ya bagimli bir enzim termostabil DNA polimeraz
Kullanilarak katlanarak ¢ogaltilir. izolatlarin molekiiler tanilamas icin yeterli miktarda

DNA elde edebilmek amaciyla PCR gergeklestirilmistir.

DNA'nin denatiirasyonu (94-95 °C'de), primerlerin hibridizasyonu (45-60 °C'de)
ve tamamlayici ipligin termostabil DNA polimeraz (68-72) yoluyla sentezi dongiilerini
tekrarlamak icin, otomatik termal dongii (Thermal Cycler) cihazi kullanilmistir. 16S
rRNA genleri, 27F ve 1522R universal primerleri kullanilarak polimeraz zincir

reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir (Tablo 3.14).

Tablo 3.14 Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in Kullanilan Primerler Setleri

Hedef Gen  Primerler Niikleotid Dizileri Uriin Boyutu (bp)

16SrRNA  27F 5’-AGA GTT TGA TCM TGG 1495
(Forward) CTC AG-3°

1522R 5’-AAG GAG GTT ATC CAN
(Reverse) CCRCA-3
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DNA amplifikasyonu, HyperSense-Taq Polimeraz kiti kullanilarak yapilmistir.
Amplifikasyon i¢in PCR bilesenleri (Tablo 3.15) ve reaksiyon basamaklar1 (Tablo

3.16), kullanim kilavuzu tarafindan &nerilen sekilde hazirlanip uygulanmustir.

Tablo 3.15 Polimeraz Zincir Reaksiyon Protokolii

Bilesenler Miktan

Kalip DNA Sul

10X HyperSense-Taq Buffer S5ul

dNTP 1l

Primer - F (10 pM) 1wl

Primer - R (10 pM) 1wl

5x Tune Up Buffer 10 ul
HyperSense-Taq Polimeraz 1,25 unit

PCR Grade Su 50 pl’tamamlanir

Tablo 3.16 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Reaksiyon Basamaklari

Islem Dongii Siire Sicakhk

Ik denatiirasyon 1 2 dk 95°C
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Denatiirasyon 20 sn 95°C
Annealing 40 sn 56°C
30
Elongasyon
70sn 72°C
Son Uzama 1 5 dk 72°C
Sogutma Sinirsiz 4°C

Reaksiyon sonunda elde edilen PCR iiriinlerinin elektroforez analizleri daha
onceki bolimde (Bkz. 3.2.5.3) bahsedildigi gibi gergeklestirilmistir. Saf olduklarindan

emin olunduktan sonra DNA dizi analizine géndermek i¢in — 20°C’de saklanmustir.

3.2.5.5 PCR Uriinlerinin Dizi Analizleri

Cogaltilan dizilerin dizi analizi MedSanTek Lab. Malzemeleri San. ve Tic. Ltd.
Sti. tarafindan yapilmistir. Herbir izolat i¢in belirlenen sekans dizileri DNA Baser
Sequence Assembler yazilimi ile diizenlendikten sonra NCBI gen bankasinin
BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi) platformu kullanilarak kayitli

diziler ile karsilastirilmis ve % benzerlik oranlarina gore tanilanmistir. Mega 7
programiyla referans diziler indirilmis ve tanilanan diziler ile hizalanmistir. Daha sonra
Neighbor-Joining ve Maximum Likelihood metotu kullanilarak filogenetik agaglar
olusturulmustur. Ayn1 zamanda belirlenen sekanslar ileriki ¢alismalarda kullanilmak

iizere Genbank’a eklenerek aksesyon numaralar1 alinmstir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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3.2.6 Biiyiime Egrilerinin Olusturulmasi

Uriin raf émiirlerinin belirlenmesinde kullanilacak olan mikrobiyal karigimin,
yiilksek  hacimde iretilmesi Oncesinde biliyiime egrileri  olusturulmustur.
Mikroorganizmalarin en etkin olduklar1 logaritmik faz dénemlerinin belirlenmesi, toz
hale getirilecek {iriin karistminin etkinligi i¢in de 6nemli olup, yiiksek hacimde

biyoreaktdrde iiretim esnasinda kiiltiivasyon siiresini belirlemektedir.

Oncelikle, belirlenen 16 organizmani 500 mL'lik erlen igerisinde hazirlanan 100
mL steril Nutrient Broth ortamlarinda 18 saatlik kiiltiirleri elde edilerek bu aktif

kiilttirlerin her birinden 540 nm'de 0,3 - 0,5 OD olan as1 soliisyonlar1 hazirlanmstir.

Sonrasinda yine 500 mL'lik erlenlerde 100 mL steril Nutrient Broth ortamina
%10 oraninda hazirlanan as1 soliisyonu ilavesi yapilarak 30°C'de 150 rpm ¢alkalamali
olarak inkiibasyona kaldirilmistir. Bir saat araliklarla 6rnekler alinip, biiyiimenin
ifadesi olan bulaniklik spektrofotometrik 6lgiim yapilarak belirlenirken es zamanl

olarak dokme plaka yontemiyle biiyiimenin sayisal sonuglari belirlenmistir.
3.2.7 Biyoreaktor Kosullarinin Belirlenmesi ve Mikroorganizmalarin Uretimi

Calismada kullanilacak 16 bakteri izolatinin 5 L’lik biyoreaktor (Sartorius
Stedim Biostat® A) (Sekil 3.4) igerisinde 3 L Nutrient Broth besiyerine %10 asilama
(her izolat igin yaklasik 107-10%kob/mL) yapilarak, 30°C’de 150 — 300 rpm’de biiyiime
egrisi sonuclarina gore yaklasik 5-6 saat aerobik olarak ¢cogaltim1 gergeklestirilmistir.
Uretilen bu hiicreler bekletilmeden kuru karisim iiriin hazirlama calismalarinda

kullanilmistir.

Biyoreaktore asilama yapilan OD’si ayarlanmig her izolatin {iretim esnasinda
dokme plaka yontemiyle ekimleri yapilarak, canliliklar: belirlenip son konsantrasyon
aralig1 kontrol edilmistir. Ayica liretim sonrasinda ¢ogaltilan mikroorganizmalarin
liyofilizasyon 6ncesi canlilik sayimlar1 yapilmistir. Liyofilizasyon 6ncesinde 1 ml’deki

toplam canli mikroorganizma sayis1 belirlenmistir.



sartorius stedim

Sekil 3.4 Asi kiiltiiri iiretiminde kullanilan biyoreaktor sistemi

3.2.8 Karisim Uriiniin Liyofilizasyon Yéntemi ile Kurutulmasi

Elde edilecek kuru karigim iriinlerin yapisinin herhangi bir kayba ugramadan
depolanmasi ve taginmasinin diisiik maliyetli olmasi, tez ¢alismasinin asil hedefi
diisiiniildiigiinde 6nem arz etmektedir. Bu sebeple liyofilize formiilasyon olusturulmasi

tercih edilmistir.

Yapilan literatiir taramasi ile mikroorganizmalarin liyofilize edilmesinde
mikroorganizmalara gore farkli yontemlerin kullanildigi gorilmiistir (Tan and
Mustapha 2014). Freeze-drying ve Liquid-drying tekniginin se¢imi igin, caligma
grubumuz ile birlikte, T1 kod’lu Pseudomonas sp.’nin her iki teknik ile liyofilizasyonu
gerceklestirilip, karsilastirilmistir  (Aksu 2018). Liyofilizasyonda Freeze-drying

yontemi, tez ¢alismasinda kullanilmak {izere secilmistir.

3.2.8.1 Liyofilizasyon Kosullari

Liyofilizasyon esnasinda islemin en iyi sekilde ger¢eklesebilmesi ve sonrasinda

daha iyi saklama kosullarinin saglanmasi i¢in, en uygun vialler ve septumlar tedarik
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edilmistir. Calismaya baslamadan o©nce, her bir vialin septumlar1 kapatilarak

numaralandirilip bos agirliklart kaydedilmistir.

Kurutulacak {irtinler igerisine eklenip tartimlari alindiktan sonra septumlari yar1
acik birakilan vialler, Freeze-drying teknigi i¢in -80°C’ ye kaldirilip 24 saat
bekletilmistir. Liyofilizatoriin, step programlamasi Onceden yapilarak -40°C’ye
ulagmasi, 24 saat bekletilme siiresi dolmadan 6nce saglanmistir. Siire tamamlandiginda
ornekler liyofilizatdre yerlestirilmistir. Islem sonuna kadar cihazin kapagn kapali

kalmistir.

Sicakligin kademeli olarak (Palmfeldt et al. 2003). -40°C’den +20°C’ye
yiikseltildigi, liyofilizasyon kosullarinda uygulanacak olan en uygun kosullar

belirlenmis olup Tablo.3.17’de gosterilmistir.

Tablo 3.17 Liyofilizasyon islem basamaklari

Liyofilizator Sicakhik Zaman Artis Vakum

Adiml -40°C 33 saat 1°C/dk 0.1 mBar
Adim 2 -20°C 8 saat 1°C/dk 0.1 mBar
Adim 3 -20°C 20°C 6.5saat  0.1°C/dk 0.1 mBar
Adim 4 20°C 0.5 saat 1°C/dk 0.1 mBar

Birincil kurutma islemi sirasinda liyofilizatdre yerlestirilen 6rnekler 33 saat
boyunca -40°C’de 0.1 mBar vakum altinda sublimasyon islemine birakilmistir. 1. adim
tamamlandiginda liyofilizator sicakligi dakika da 1°C artarak 20 dakikanin sonunda
sicaklik -20°C’ye ulasmustir. 2. adimda, 8 saat boyunca -20°C’de sublimasyon

islemine devam edilmistir.

Ilk kurutma islemini takiben ikincil kurutmada, cihaz sicakligini -20°C’den

dakika da 0.1°C artirarak 6.5 saat sonunda +20°C’ye getirmistir. Sicaklik degisimi
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sirasinda vakum degeri sabit kalmistir. 4. adim olarak, +20°C’de 1 saat siireyle ayni
vakum degerinde kalan viallerin, septumlar1 vakum altinda kapatilmais, liyofilizasyon

islemi tamamlanmugtir.

Ikincil kurutmada, tipik olarak oldukca gdzenekli bir yapmin igerisindeki su,
numunenin sicakligi kademeli olarak artirildik¢a camdan desorbe edilir. Nihai {iriin,
yiiksek ylizey alanina sahip kuru, kolayca sulandirilan bir formdadir (Nireesha et al.
2013).

3.2.8.2 Liyofilizasyon Sonrasi Viallerin Saklama Kosullar

Septumlar1 vakum altinda kapatilan vialler liyofilizatérden alindiktan sonra, her
vialin agirliginin tartimi yapilip kaydedilmistir. Hava girisi ihtimalini tamamen ortadan

kaldirmak amaciyla septumlarin {izerine her birinin vidali kapaklar1 takilmistir.

Raf Oomrii doldugunda, belirlenen tarihlerde acilacak olan wvialler, yapilan
kodlamalara gore uygun sekilde saydam olmayan kutular igerisine konularak +4 °C ve

+27 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.8.3 Liyofilize Kuru Karisim Uriinlerin Reaktivasyonu

Rehidrasyon s1vist se¢imi i¢in, ¢calisma grubumuz ile birlikte; farkli rehidrasyon
stvilarmin (su, PBS, skim milk ve siikroz) canlilik sayilarina etkisi denenmistir (Eroglu
2018). En iyi sonucu PBS vermistir. Sonuglar dogrultusunda raf émrii siiresi dolan
vialler, PBS rehidrasyon sivisiyla canlandirilmigtir. Tim vial iceriginin temsil edilmesi

i¢in Ozellikle ¢alisilip, rehidrasyon yontemi olusturulmustur.

Liyofilize kuru iiriin vial igeriginin tamami, 20 mL PBS igeren 50 mL’lik erlen
icerisine tamamen bosaltilmistir. Hafifce karistirilip, yaklasik 15 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. PBS igerisinde tasiyici ve koruyucu materyallerin
homojen dagilmast ve mikroorganizma igeriginin aktivasyonu saglanmistir.
Inkiibasyon sonunda her bir 6rnek erleninden 1’er mL seyreltme tiiplerine alinarak her
biri icin gerekli seyreltmeler yapilip, 1’er mL steril petrilere aktarilmis, iizerine 40-

45°C’ye kadar sogutulmus PCA besiyeri dokiilmiistir.
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30°C’de 2 giin siire ile inkiibasyon sonrasinda koloniler sayilarak seyreltme
faktori ile carpilip liyofilizasyon sonrasi tasiyicili ornekler icin 1 g’da, tasiyicisiz

ornekler i¢in ise 1 mL’de bulunan toplam canli say1si1 belirlenmistir.

Es zamanli olarak biyoparcalama analizi i¢in, 15 dakikalik inkiibasyon sonunda
PBS+iirilin i¢eriginden 1mL alinip, 20 mL Nutrient Broth igeren 100 mL’lik erlenlere
cklenerek, yaklasik 12 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda HPLC analizlerine

gecilmistir (Bkz. 3.2.11.2).

Liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi
arasindaki fark ile her iirlin i¢in kayip oranlart belirlenmistir. Liyofilizasyon dncesi
toplam canli sayisi ile liyofilizasyon sonrasi toplam canli sayisi arasindaki bu fark
liyofilizasyon etkisi tespitidir.

Belirlenmis raf 6mrii siiresi sonunda liyofilize {irliniin aktivasyonu, canliliginin
belirlenmesi ve biyopargalama etkinligi analizi dncesi izlenecek adimlar Sekil 3.5°de

gosterilmistir.

15 dakika boyunca
inkiibasyona
birakilir ve hafifce
calkalamir

R s Vial igerigi, PBS

igeren erlenlere

viali X
cklenir

Nutrient Broth
igeren erlenler
igerisine %3

agilama yapilir

Dokme plaka
yontemi ile canh
sayimi belirlenir

Yikama ardindan
HPLC analizi igin
Bushnell Haas
Broth ortamlarina
aktarilir

Sekil 3.5 Biyoparcalama etkinligi analizi 6ncesi izlenecek adimlar
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3.2.9 Tasiyic1 On Denemeleri

Yapilan patent taramalar1 sonucunda tastyici madde olarak literatiirde halihazirda
kullanilmakta olan talk, diatome, kaolin, zeolit, parafin, skim milk, silika, talas tozu
vb.'nin yanisira sulu bir ortamda absorbe ve desorbe kabiliyetine sahip olan lifli,
odunsu-seliiloz tipi ve gozenekli mekanik bir yapiya sahip nisasta bilesenlerinden
olmayan bitki materyalleri kullanildig1 goriilmiistiir. Yonca, pancar hamuru, ac1 bakla,
soya fasulyesi, siipiirge darisi, fasulye, kenevir, keten artiklar1 gibi baklagilleri
kapsayan bu gruptan, ilk olarak, elde edilmesi en kolay ve ucuz olan kuru yonca
secilmistir (Lebesgue et al. 2008). Izmir ¢evresinde bulunan bir kdyden temin

edilmisgtir.

Kuru yonca balyas1 Izmir cevresinde bulunan bir kdyden temin edilmistir.
Calismada kullanilabilecek boyutlari elde etmek i¢in 6zel olarak tasarlanan bir 6gitiicli
cihaz1 ve uygun boyutlu gézeneklere sahip elekler kullanilmistir. Ogiitiilmiis yoncalar
sirayla 500pm ve 300pum boyutunda ki eleklerden (Sekil 3.6) gegirilerek son boyutlari
<300um olacak sekilde ayarlanmistir (Lebesgue et al. 2007;Lebesgue et al. 2008).

S

Sekil 3.6 Ogiitiicii ve elek sistemleri; yonca dgiitiiliirken goriintiisii

Ogiitiilmiis yonca ile mikroorganizmalarin homojen karisip karismadigm
belirlemek i¢in 6n deneme yapilmistir. Spektrofotometrik olarak 540 nm'de 0,3-0,5 OD
olacak sekilde ayarlanmis ve dokme plaka sonuglarina gére yaklasik 5x108 kob/mL
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yogunlukta C6 (Pseudomonas putida ) mikroorganizmasini i¢eren kiiltiir sivisi ile %2,5
- %5 - %10 - %20 - %40 - %50 ve %70 oranlarinda olacak sekilde 6giitlilmiis yonca
ile karistirilarak deneme gergeklestirilmistir. Homojen dagilim saglanmasi amaciyla
karistirma islemi metal levha tepsilerde gerceklestirilmistir. Olusturulan karigimlar -
80°C'de 24 saat dondurulduktan sonra, daha O6nceden belirlenmis olan kosullarda

liyofilize edilmistir (Bkz. Tablo 3.17).

Liyofilizasyon sonrasinda elde edilen kuru karigimlardan ornekler alinip, 3
paralelli seri diliisyonlar1 yapilarak dokme plaka yontemi ile PCA ortamlarina ekimleri
yapilmistir. 30°C 24 saat inkiibasyon sonunda sayilan petri sonuglarina gore
mikroorganizma yonca karisimi homojen sekilde karigmakta ve liyofilizasyon iglemi
mikroorganizma sayisinda herhangi bir degisiklige yol agmamaktadir. Farkli oranlarda
eklenen tasiyicilarin bulundugu karisimlarda canliliklar karsilastirilip, en iyi sayinin

gozlemlendigi oran ile asil denemeye gegilmistir.

Yonca’dan sonra tasiyici olarak soya kiispesi, aycigegi kiispesi (diisiik proteinli
ve yiiksek proteinli) secilmistir (Lebesgue et al. 2008). izmir’de ki bir yag iiretim

fabrikasindan temin edilmistir.

Ayrica yiiksek su tutma kapasitesine sahip olan ve gozenekli yapisi ile
mikrobiyal tutunmaya olanak saglayan zeolit tasiyici olarak denenmistir (Anandan and
Yoon 2003). Calisma i¢in, Manisa Gordes'te bulunan Rota Madencilik San. ve Tic.

A.S’den klinoptilolit tipi zeolit temin edilmistir.

Kuru yonca bitkisine uygulanmis olan 6gilitme islemleri, soya kiispesi ve aycicegi
kiispeleri i¢in de yapilmistir. On denemeler, islem adimlari ve kosullar ayn1 olacak
sekilde sonrasinda se¢ilen tasiyicilar icin de yapilmistir. Belirlenmis olan liyofilizasyon
kosulunda 6n denemeler tamamlanarak en iyi tasiyicilar segilmistir. Segilen

tastyicilarin morfolojileri stereomikroskop ile goriintiilenmistir.

Ayrica yonca tasiyict olarak kullanilarak koruyucular (gliserol, skim milk ve

silika) icin on deneme kurulmustur. 3,1x10° kob/mL yogunlukta organizma ile
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baslanilarak, liyofilizasyon sonrasinda 2 ay’lik raf omri canlilik aktivitelerine

bakilmistir.

3.2.10 Kuru Karisim Hazirlama

Calismada segilen 16 izolat1 igeren as1 kiiltiirlerinin +4°C ve +27°C’de
saklanmas1 i¢in, gerekli mikroorganizma iiretimi tamamlandiktan sonra raf omri
caligmalarina gecilmistir. Koruyucu olarak skim milk (%10), polivinilalkol (PVA)
(%5) ve liyofilizasyon sonrasi viallere eklenen silika (%5) kullanilmistir. Tasiyici
olarak 6n denemeler sonucunda kuru yonca, aycicegi kiispesi (diislik proteinli) ve soya
kiispesi  segilmistir. (Sekil 3.7) Farkli igeriklerde karisim hazirlanarak

mikroorganizmalarin saklanmasi islemleri ger¢eklestirilmistir.

Sekil 3.7 Kuru karisim i¢in 6giitiilmiis tasiyicilardan sirasiyla; soya, aygicegi kiispesi (yiiksek
proteinli), aycicegi kiispesi (disiik proteinli), zeolit

Biyoreaktor igerisinde karigik olarak {iretilen mikroorganizmalar, baslangi¢
OD’si 540 nm’de 0,97 - 0,98 olacak sekilde ayarlanmis ve 16 mikroorganizma Tablo
3.17°de belirtilen oranlarda tasiyicilarla metal levha tepsilerde karistirilarak daha
onceden bos halde agirliklart kaydedilmis olan viallere belirlenen miktardaki
koruyucular ile birlikte koyulmustur. Tastyict ile mikroorganizmalar, tastyict yiizdesi

(w/w) esas olacak sekilde yogurularak karistirilmistir.

Calismada kullanilan igerikler Tablo 3.18’de gosterilmistir. Tablo 3.18’de
gbsterilen vial numaralar1 raf 6mrii siirelerini belirtmektedir. Ornegin Vial 1; 1.hafta,

Vial 2; l.ay 6rnegini temsil etmekte olup tamamen ayni igerige sahiptir.
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Tablo 3.18 Raf Omrii Calismalar icin Hazirlanan Vial Icerikleri

Icerik

Yonca
Yonca+Silika

Yonca+Skim Milk

Yonca + PVA

Aycicegi Kiispesi

Aygigegi Kiispesi
+Silika

Aycicegi Kiispesi
+Skim Milk
Aygigegi Kiispesi
+PVA

Soya Kiispesi

Soya Kiispesi+Silika

Soya Kiispesi+Skim
Milk
Soya Kiispesi+PVA

Tastyicili
Vakumsuz+Silikasiz
Tastyicili

Vakumsuz+Silikali

Vial

Numarasi

1-10

11-20

21-30

31-40

41-50

51-60

61-70

71-80

81-90

91-100

101-110

111-120

161-170

171-180

Icerik Miktarlar

1,4g (Yonca + Organizma) + 0,6mL Ortam s1visi
1,4qg (Yonca + Organizma) + 0,6mL Ortam sivis1 +
0,1 g Silika

1,4g (Yonca + Organizma) + 0,5mL Skim Milk
(%40) + 0,2mL Ortam S1visi

1,49 (Yonca + Organizma) + 0,5mL PVA (%20) +
0,1 mL Ortam Sivis1

1,49 (Aygigegi Kiispesi + Organizma) + 0,6mL
Ortam s1vis1

1,49 (Aygigegi Kiispesi + Organizma) + 0,6mL
Ortam sivis1 + 0,1 g Silika

1,49 (Aygicegi Kiispesi + Organizma) + 0,5mL
Skim Milk (%40) + 0,1mL Ortam Sivisi

1,49 (Aygicegi Kiispesi + Organizma) + 0,5mL
PVA (%20) + 0,1mL Ortam Sivisi

1,49 (Soya Kiispesi + Organizma) + 0,6mL Ortam
Stvist

1,49 (Soya Kiispesi + Organizma) + 0,6mL Ortam
Sivis1 + 0,1 g Silika

1,4g (Soya Kiispesi + Organizma) +0,5mL Skim
Milk (%40) + 0,1mL Ortam Sivisi

1,49 (Soya Kiispesi + Organizma) + 0,5 mL PVA
(%20) + 0,1 mL Ortam Sivist

1,49 (Yonca + Organizma) + 0,6mL Ortam Sivisi

1,49 (Yonca + Organizma) + 0,6mL Ortam Sivis1
+ 0,1 g silika
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Ayn1 zamanda, tasiyici icermeyen mikroorganizma deneme seti (Tablo 3.19)
kurulmustur. Belirlenen raf 6mrii siiresince, tastyici i¢eren {iriin gruplarinin bu deneme
iiriinleriyle karsilagtirllmasi amacglanmistir. Vial numaralar1 raf omrii siirelerini

belirtmektedir.

Tablo 3.19 Tasiyicisiz Hazirlanan Vial Igerikleri

Icerik Vial Icerik Miktarlar
Numarasi

Organizma 121-130 1,2 mL Organizma + 2,8 mL Ortam Sivisi
Organizma+Silika 131-140 1,2 mL Organizma + 2,8 mL Ortam Sivisi + 0,2 g

Silika
Tastyicisiz 141-150 1,2 mL Organizma + 2,8 mL Ortam Sivisi
Vakumsuz+Silikasiz
Tas1yicisiz 151-160 1,2 mL Organizma + 2,8 mL Ortam Sivis1 + 0,2 g
Vakumsuz+Silikali Silika

+4°C ve +27°C igin ayn igerikler olacak sekilde farkli donemlerde deneme
kurulmustur. +4°C ve +27°C’de 180’er vial olmak iizere, toplamda 360 vial
hazirlanmistir. Tiim igeriklerden tank reaktor denemesi i¢in,1.hafta ve 1-3-6-9-12-15-
18.ay olmak iizere 8 set hazirlanmistir. Calismada istenmeyen durumlarin meydana
gelmesi durumunda kullanilabilecek (vial kirilmasi ya da hava almasi, kontaminasyon
vs.) ilave 2 set yedek iiriin grubu olusturulmustur. -80°C’ye kaldirilan {irtinler 24 saat

bekledikten sonra -40°C’deki liyofilizatore yerlestirilmistir.

Liyofilize iirtinlerin vakumsuz olarak saklanmasinin canlilik ve biyopargalama
etkinligi {izerine etkisinin incelenmesi i¢in Tablo 3.17 ve 3.18' de belirtilen 161-171-
181-191 numarali deneme setlerinin, septumlar1 agilip vakum bosaltildiktan sonra el
ile kapatilarak diger viallerle aym sartlarda saklanmasi saglanmistir. Uriiniin

saklanmas1 ve taginmasi esnasinda alternatif yollarin belirlenmesi hedeflenmistir.

18 ay’a kadar belirli zaman araliklarinda agilacak olan hazirlanan {iriin gruplarina

ait vial kodlamalar1 Tablo 3.20°da gosterilmistir.



Tablo 3.20 Viallere Ait Kodlamalar

Icerik

Yonca

Yonca+Silika
Yonca+Skim Milk
Yonca+PVA

Aycicegi Kiispesi
Aygicegi Kiispesi+Silika
Aygicegi Kiispesi+Skim

£ Milk

g Aycicegi Kiispesi+PVA

E  SoyaKiispesi

% Soya Kiispesi +Silika

> Soya Kiispesi +Skim Milk
Soya Kiispesi +PVA
Organizma

Organizma+Silika

Tastyicisiz
Vakumsuz+Silikasiz
Tastyicisiz
Vakumsuz+Silikali
Tastyicili
Vakumsuz+Silikasiz
Tastyicili
Vakumsuz+Silikali

3.2.11 Raf Omrii Calismalar:
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21
31
41
51
61

71
81
91
101
111
121
131
141

151

161

171

12
22
32
42
52
62

72
82
92
102
112
122
132
142

152

162

172

13
23
33
43
53
63

73
83
93
103
113
123
133
143

153

163

173

14
24
34
44
54
64

74
84
94
104
114
124
134
144

154

164

174

Ay

15
25
5
45
55
65

75
85
95
105
115
125
135
145

155
165

175

12

16
26
36
46
56
66

76
86
96
106
116
126
136
146

156

166

176

15

17
27
37
47
57
67

77
87
97
107
117
127
137
147

157

167

177

18

18
28
38
48
58
68

78
88
98
108
118
128
138
148

158

168

178

18. ay’a kadar {iriin igeriginin canlilik kontrolleri, biyopar¢alama kapasiteleri ve

hidrokarbonlar1 par¢alamasi sonucu ¢ikan metabolitlerin toksik olup olmadigina iliskin

olarak ekotoksikolojik degerlendirmeler yapilmistir.
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3.2.11.1 Uriiniiniin Mikroorganizma Canhligimin Belirlenmesi

4°C ve 27 °C saklama kosullarinda olan iiriinlerin; liyofilizasyon 6ncesi,1.hafta
ve 1.,3.6.9,12,15,,18.ay olmak tlizere canlilik sayimlar1 her bir igerik igin
gerceklestirilmistir. Liyofilize edilmis kuru karisim vial igerisindeki {irtinlerin
reaktivasyon islemleri ve dokme plaka yotemiyle ekimleri (Bkz. 3.2.8.3)
gerceklestirilmistir.

Tiim hesaplamalar seyreltme faktorleri ve kuru agirlik miktarlart gz oniinde
bulundurularak yapilmistir. Elde edilen veriler tasiyicili 6rnekler igin 1 g, tasiyicisiz

ornekler i¢in ise 1 mL‘de ki sonuglardir.

3.2.11.2 Uriiniin Biyopar¢alama Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Canlilik  sayimlariyla es zamanli olarak biyopargalama analizleri
gergeklestirilmistir. Raf omrii siiresi c¢alismalar1 sonrasinda iirliniin biyopargalama
etkinligi ilk 6nce +4°C raf omrii 1 hafta ve 1 ay olan vialler igin gergeklestirilmistir.
Calisma boyunca 3.,6.,9.,12.,15.,18.ay olmak iizere tiim igerikler igin
gergeklestirilmistir. +27 °C’de saklanan iirlin vialleri i¢inde ayni iglemler sirasiyla

yapilmistir.

Biyoparcalama aktiviteleri denemesinde; 250ml'lik erlenlerde 50ml Bushnell
Haas Broth ortamina karbon kaynagi olarak PTA grubu i¢in 40 mg/L TA, 40 mg/L p-
TOL, 30mg/L 4-CBA olacak sekilde eklenmistir. PAH grubu igin yine ayni1 hacimde
ortamlara 20mg/L ANT, 20 mg/L PYR ve 20mg/L FLO olacak sekilde eklenmistir.

Tiim deney ortamlarina %0,5 oraninda yeast extract eklenmistir. Kullanilacak
tim hiicre silispansiyonlar1 540 nm'de optik yogunluklar1 0,4 olacak sekilde
ayarlanmigtir.  Biyoparcalanma  analizinde  kullanilacak  mikroorganizma
sispansiyonlarinin optik yogunluklarina karsilik gelen mikrobiyal yiikiin belirlenmesi
icin; 0,4 OD olarak ayarlanan siispansiyonlarin seri diliisyonlar1 hazirlanarak dokme

plaka yontemi ile PCA ortamlarina ekimleri yapilmistir. Alinan sonuglara gore
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denemelerde kullanilan organizmalarin 3,5 x 10® kob/ml oldugu belirlenmistir.
Erlenlere %5 oraninda organizma asilamasi yapilarak 30°C'de 150 rpm c¢alkalamali
olarak karanlik ortamda inkiibasyona kaldiriimistir. Ornek alinmasi esnasinda meydana
gelebilecek kontaminasyon riskine karsilik, deneme siiresince kontrol erlenleri
kullanilmigtir. Belirli araliklarla 6rnekler alinarak kromatografi analizlerine ge¢ilmistir

(Bkz. 3.2.3).

3.2.11.3 Uriiniin Biyoparcalama Aktivitesi Sonucu Ortaya Cikan Metabolitlerin
Ekotoksikolojik Degerlendirilmesi

Uriiniin hidrokarbonlar1 parcalamasi sonucu ¢ikan metabolitlerin toksik olup
olmadigina iliskin olarak ekotoksikolojik degerlendirmeler Mikrotoks toksisite dl¢iim
cihaz1 verilerine dayanarak yapilmistir. (Sekil 3.8) Calisma prensibinde, toksisite
duyarliligi genis liiminesan bir bakteri olan Aliivibrio fischeri test edilecek 6rnege
maruz birakilir, ornegimiz toksik ise sonug; bakterinin metabolik olaylarindaki

inhibisyonu sonucu verdigi 1s1mada azalma seklinde goriiliir.

Sekil 3.8 Microtox Modern Water M500 Cihazi
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Toksisite testlerinin yapilmasi sirasinda tretici firma tarafindan belirlenen
protokole gore Olgiimler yapilmistir. %81,9 Basic Metodu kullanilmistir. Denemeler
%?2 NaCl canlandirma ¢ozeltisi i¢inde cihazin ¢aligma prensibine gore 6ngoriilen ortam
sicaklig1 olan 15°C’de, 490 nm’de gergeklestirilmistir. Ornekler i¢in 6nerilen pH, 6.0
— 8.0 araligindadir. Calisilan numuneler aralik degerine girmektedir, pH ayarlamasi

yapilmamistir.

Toksisite diizeyi liminesans ozellikteki Aliivibrio fischeri’nin test maddesi ile
karsilagtiginda yaydig1 fluoresan 1s1k siddetinin azalma veya artmasina bagli olarak
belirlenmektedir. Sonuglar, bakterinin test maddesi ile muamele edildigi andan itibaren
5. dakika ve 15. dakika ile ornek tiirtine gore 30. dakikadaki yaydigi fluoresan 11k
siddetinin %50’sinin kayboldugu (EC50) konsantrasyon olarak ifade edilmektedir
(Gottlieb et al., 2003). EC50 esik degerinin asildigi durum toksisiteyi gostermektedir.

Toksisite ¢aligmalarinda negatif kontrol olarak her bir analiz i¢erisinde kimyasal
icermeyen su kullanilmis, pozitif kontrol olarak ise ayri1 bir analiz olarak toksik
oldugunu bilinen sodyum azid (NaN3s) kullanilmigtir. Calismada her numune igin 2,5
mL 6rnek kullanilmustir. iz miktarda kalmtilar test igin giivenilir olmadigindan, tek

kullanimlik él¢iim kiivetleri ile calisilmistir.

Modernwater® Microtox test sisteminde islem basamaklar1 su sekildedir;

1. Aliivibrio fischeri  (Reagent-Liyofilize halde) iceren organizma
slispansiyonu, Reconstitution soliisyonu ile hazirlanir ve reagent well’e
konur.

2. F3 kuyucuguna 1500 pL Diluent eklenir.

3. Al siras1t boyunca A5’e kadar ve C1 sirasi boyunca C4’e kadar 1000 pL
Diluent eklenir.

4. CS5 kuyucuguna 250 uL. Ozmotik Adjusting Seliisyonu eklenir.

5. Test numunesinden 2500 pL C5 kuyucuguna eklenir ve homojen hale

gelmesi i¢in hafifge karigtirilir.
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6. C5—C4, C4—C3, C3—-C2, C2—Cl, C1—AS, A5S—A4, A4—A3, A3—-A2
kuyucuklarma 1000 pL 6rnek C5’ten aktarilarak sirayla aktarim yapilir. A2
kuyucugundan alinan son 1000 puL hacimdeki 6rnek disar1 dokiiliir.

7. F3 kuyucuguna 150 pL Aliivibrio fischeri eklenir.

8. F3 kuyucugundan B1’den B5’e ve D1’den D5’e kadar 100 pL eklenir.

9. Bl okuma kuyucuguna yerlestirilir ve set tusuna basilarak okumaya
baslanilir.

10. Daha sonraki adim ise Mikrotoks sekmesinde start tusuna basilir.

11. B1’den B5’¢ ve D1°den D5’e kadar tiipler okutulur.

12. Okuma bittikten sonra A1—B1, A2—B2, A3—B3, A4—B4, A5—B35,
Cl1-Dl1, C2—D2, C3—D3, C4—D4, C5—D5 900 uL eklenir.

13. Sonrasinda 6rnekler okuma kuyucuguna yerlestirilir start tusuna basilarak 5
dakika bekledikten sonra, okuma yapilir. 15.Dakika veya 30.dakika’da

(numuneye gore) tekrar okumalar yapilir ve test sonlandirilir.

3.2.12 Etkinligi En Iyi Uriinlerin Petrokimya Endiistrisi Atik Suyunda

Denenmesi

Mikrobiyolojik ag¢idan, baskin mikroorganizma tiirii atik suyun ozelliklerine,
cevresel kosullara, siire¢ tasarimina ve siirecin igletilme bi¢imine baghdir. Bir aktif
camur siirecinin basarisi, organik maddeyi tliketen, birlikte yumaklasan, geri ¢cevrim
icin konsantre camur olusturacak sekilde ¢cokelen ve berrak bir ¢ikis suyu saglayan
biyolojik toplulugun, aritimi istenen atik suya adaptasyonuna baglidir. Bu amagla, elde
edilen liyofilize bakterilerin asilandiktan sonra aritim sisteminde varliklarinin devam
edip etmediginin bilinmesi ve aym siiregte biyoparcalama aktivitelerinin

degerlendirilmesi amaclanarak ¢aligmalar yapilmistir.

3.2.12.1 Reaktorlerin kurulumu ve stabilizasyonu, aktif ¢camur olgunlastirma

Gergek sartlar1 temsil etmesi agisindan laboratuvar oOlcekli reaktor olarak,

yaklasik 7 L havalandirma iinitesi ile 3 L ¢okeltim tanki olan 10 L’lik CSTR modeli
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kullanilmustir. iki {inite 45 derecelik bir ag1 yapacak sekilde konumlanan bir plaka ile
birbirinden ayrilmistir. Plaka iizerinde ¢amurun geri doniisiimiinii saglayabilmek icin
delikler bulunmaktadir. Sistemin beslenmesi ve havalandirma tank tabanindan
yapilmistir. Reaktor atik su ¢ikis akimi ise reaktoriin iist kismindadir. Reaktor,
paslanmaz celik malzemeden iiretilmistir. Ornek alinan sistem yapilandirmasi Sekil

3.9°da verilmistir.

Hava Pompasi

1/1cm
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L Plaka
0
3 / >
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Z 2
—— 1 Al 4 L -
S ¥ |
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| : f‘v“ o RS Tutma
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Sekil 3.9 Reaktoriin Sematik Gosterimi (Sponza and Gok 2012).

Hidrokarbon parcalama etkinligi her bir tasiyici igerisinde en iyi olan iriiniin,
laboratuvar 6lgekli tank reaktorde denenmesi igin, Petkim Petrokimya Holding A.S.
tesislerinin Attk Aritma ve Bertaraf Unitesi biyolojik aritim havalandirma
havuzlarindan belirli bir donemde (bahar-yaz) alinan aktif ¢camur, olgunlastirma igin

onciil gamur olarak kullanilarak reaktorlerin kurulumu (4 adet) gerceklestirilmistir.

Camurun siirekli olarak beslenmesi 1500 mg/L glukoz igeren ve KOI teorik
olarak yaklasik 1500 mg/L olan sentetik atik su ile saglanmistir. Tank reaktoriiniin
HRT’si, ortalama 48 saat olarak belirlenmistir. CHI, AKM &l¢iimleri, ¢oziinmiis
oksijen (COI), pH degetleri analiz edilmistir.
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1L 1lik dereceli silindirde 30 dakika statik olarak bekletilerek ¢okelen ¢amur
hacmi (ml/L) kaydedilmistir (APHA 2017).

AKM analizleri asagida belirtilen sekilde yapilmistir (APHA 2017).
1- 0,45 pum por ¢apli filtre kagidi saf su ile yikanarak 103 - 105°C' de 1 saat kurutulur,
darasi alinir.
2-Belirlenen miktarda ki 6rnek membran filtrasyon diizenegine alinir ve vakum altinda
filtre kagidindan gegirilir.
3-Filtre kagidi yeniden 103 - 105°C' de sabit tartima gelinceye kadar kurutularak

asagidaki formiile gére hesaplanir;

(A-B)X 1000
Numune Hacmi(mL)

AKM (mg/L) :

A: Filtre + kuru madde agirligi (mg)
B: Filtre agirligi (mg)

Mikroskop gozlemleri yapilarak mikrobiyal degisimler ve flok olusum siireci,
camurun ¢okelebilirligi gibi parametreler siirekli izlenmistir. Reaktdrde seyreden
¢oziinmiis oksijen ve pH degerleri her giin dlgiilerek, COI 2mg/L’ye ve pH 7.0-7.5
araligina sabitlenmistir. AKM miktarlar1 2500 mg/L degerini gectigi zamanlarda

cokeltim tankindan camur atilarak aktif gamurun stabilizasyonu saglanmaistir.

Tank reaktdriine giris ve ¢ikis sularinin KOI (mg/L) dl¢iimleri Spectroquant®
COD Cell Test Kiti (Merck- 114895 (15-300mg/L) ve 114555 (500-10000 mg/L)) ile
gerceklestirilmistir. Analizler kit prosediiriine uygun olarak gerceklestirilmistir. 2 ml
hacminde ornek test tiipiine alinmistir. Potasyum dikromat 6rnek ile tepkimeye
girdiginden dolay1 test tiipliniin ylizeyi oldukca isinmaktadir. Hazirlanan Grnekler
onceden 148°C’ye kadar 1sitilmis olan termoreaktor igerisinde 120 dakika boyunca
bekletilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda test tiipleri oda sicakligina gelinceye dek en

az 30 dakika sogumasi beklenip, spektrofotometre ile 6lgtimleri gergeklestirilmistir.

Bunlara ek olarak camur yasi hesaplanmistir ve aktif ¢amur numunesi alinan

isletmede gecerli olan 4-5 giin camur yasinda denemeye gecilmistir. Besleme giris-



106

cikis borulari, hava girisleri ve difiizorler siirekli kontrol altinda tutularak, gerekli
goriildiigiinde temizlenmis ya da degistirilmistir. Camur olgunlastirilmasina yaklasik
60 giin devam edilmistir. Sonrasinda etkinligi en iyi olan {iriiniin reaktdrde denenmesi

asamasina gecilmistir.

3.2.12.2 CSTR icinde biyoaugmentasyon uygulamasi

Hazirlanan iirlin gruplarindan her bir tasiyict grubu kendi igerisinde ayri
degerlendirilmis, +4°C’de ve 27°C’de 12 ay boyunca hem canliligin hem de
biyopargalanma etkinliginin digerlerine gére en iyi oldugu belirlenen gruplar
biyoaugmentasyon i¢in seg¢ilmistir. En iyi 3 adet {iriin grubu ve 1 adet denemenin
kontroliinii saglamak i¢in olmak tizere, 4 adet CSTR kurulup kullanilmistir. Kontrol

reaktoriine herhangi bir tiriin ilavesi olmamuistir. (Sekil 3.10)

Sekil 3.10 CSTR sistemi genel goriiniisii

Oncelikle liyofilize kuru karisim iiriinlerin reaktivasyonu ve canlandiriimasi
belirlenmis protokol ile saglanmigtir. +4°C’de saklanan liyofilize tirtinlerin, 10 litrelik

tank reaktor hacminin, organizmalarin aklimasyonu i¢in ilk dnce %5°1 (500 mL), 4 giin
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sonrasinda %1°1 (100 mL) olacak sekilde 6n ¢ogaltimi yapilip iiriin reaktore ilave
edilmistir. On ¢ogaltim, 500 mL’lik erlen igerisinde 100 mL Nutrient Broth olacak
sekilde, icerisine %35 asilama yapilarak gerceklestirilmistir. 30°C’de 150 rpm
calkalamali olarak inkiibasyona kaldirilmistir. Cogaltilan {iriiniin reaktore ilave islemi

gerceklesmeden Once, aktarilacak hacim miktar1 kadar tank i¢erigi uzaklastirilmistir.

3.2.12.3 Hedef kimyasallarin tank reaktor icerisine eklenmesi

Reaktorlere yapilan ikinci asilama iizerinden 24 saat gectikten sonra, liriinlerin
biyoparcalanma etkinliklerinde kullanilan kimyasal konsantrasyonu ile ayni olacak
sekilde (40 mg/L TFA (33,3 mL), 40 mg/L p-TOL (33,3 mL), 30 mg/L 4-CBA (25
mL)) reaktorlerde deneme kurulmustur. Calisma i¢in hazirlanan 12000 mg/L’lik stok
cozeltileri 0,22 pm’lik steril siringa filtresinden gegirilerek, istenmeyen biyobozunumu
onlemek i¢in daima 4°C'de muhafaza edilmistir. Stok kimyasaldan ¢alisma igin gerekli

seyreltmeler yapilmistir.

Belirli zaman araliklarinda reaktorlerden 6rnek alinarak 24 saat boyunca
kimyasal giderimleri HPLC ile takip edilmistir. Kimyasalin tiikendigi andan itibaren
toplam konsantrasyon 1200 mg/L’lere kadar yiikseltilmis ve yine ayni sekilde belirli
araliklarla 6rnek alinarak biyoparcalama aktivitelerine bakilmistir. Deneme de KOI
yiikiinlin degismemesi i¢in sentetik atik su i¢erigindeki glikoz, eklenen hedef kimyasal
konsantrasyonuna gore azaltilmistir. Reaktorlere ayn1 zaman ve miktarda belirlenen

oranlarda hidrokarbon eklemesi yapilmistir.

Tablo 3.21°de tank reaktor igerisinde kurulan denemelerde calisilan toplam

kimyasal konsantrasyonlar1 gosterilmistir.

Tablo 3.21 Tank reaktdrde ¢alisilan kimyasal konsantrasyonlari

Kimyasal konsantrasyonu (mg/L)

TFA p-TOL 4-CBA Toplam
1.deneme 40 40 30 110
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2.deneme 50 50 50 150
3.deneme 100 100 100 300
4.deneme 200 200 200 600
5.deneme 400 400 400 1200

3.2.12.4 Tank reaktor ¢ikis sulariin ekotoksikolojik degerlendirilmesi

CSTR i¢inde biyoaugmentasyon uygulanip, atik suya verilen ilgili kimyasallarin
pargalanmasinin ardindan ¢ikis suyunda kalan son iriinlerin ekotoksikolojik
degerlendirmeleri Mikrotoks toksisite 6l¢iim cihazi verilerine dayanarak yapilmistir
(Bkz. 3.2.11.3).

3.2.12.5. Liyofilize kat1 karisimin Real Time PCR ile takibi yapilarak

organizmalarin varh@inin kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesi

Aktif ¢amur aklimasyonu sonucu CSTR igerisine cklenen Kkati karigim
tiriinlerinin biyopar¢alama esnasinda es zamanli olarak mikrobiyal kompozisyonlari
incelenmistir. Canlandirilmis liyofilize kuru karisim {iriinleri eklemeden once,
mikroorganizma eklenip aklimasyonunun ardindan ve HPLC verileri 1s18inda
kimyasallarin bitisinde olmak iizere CSTR’den aktif camur 6rnegi alinarak genomik

DNA izolasyonlar1 yapilmistir.

Reaktor sisteminde belirlenen izolatlarin takibini gerceklestirmek i¢in Real Time
PCR cihazi (Roche LightCycler® 96 System) kullanilmistir. Bu baglamda 6ncelikle
cihazda ¢alisilmasi uygun olabilecek primer/prob tasarimlari literatiir tabanli olarak
arastirtlmigtir. Spesifik mikroorganizmalar olmalarindan dolayi, hepsi igin cihazda
calismaya uygun primer seti veya primer/prob setlerine ulasilamamustir. izolatlardan,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Aeromonas sp., Raoultella planticola,
Acinetobacter sp.ve total bakteri icin ¢alisilan primer ve primer/prob setleri literatiir

kaynakl1 olarak sentezletilmistir. Diger izolatlar i¢in primer setleri, tez ¢calismasininda



109

icinde yer aldigi SANTEZ (0719.5TZ.2014) (TUBITAK-112D044) projesi

kapsaminda tarafimizca tasarlanarak sentezletilmistir.

Uriin igerisinde bulunan farkl1 13 izolattan pratikte ¢alisiimasi miimkiin olan 9’u
icin primer ve primer/prob sistemleri kullanilmstir. 9 izolatin 7’si ve total bakteri i¢in
primer setleri, 2 izolat i¢in ise primer/prob sistemi kullanilmistir. Amplifikasyon

reaksiyonlarinda kullanilan primerler Tablo 3.22 'de gésterilmistir.

Primer tasarimi i¢in dncelikle her bir mikroorganizma i¢in 6zel olabilecek gen

bolgeleri https://www.ncbi.nlm.nih.gov, http://www.uniprot.org ve

http://lwww.ebi.ac.uk/ena veri tabanlari kullanilarak arastirilmistir. Saptanan gen
setleri  ise http://www.oligoarchitect.com ve

bolgelerine uygun primer

http://primer3.ut.ee programlar1 kullanilarak tasarlanmistir.

Tablo 3.22 Real-time PCR analizlerinde kullanilan primer setleri

Hedef Primer/Pr Dizi (5'-->3") Referans
Mikrorganizma ob
Acinetobacter ALK-F GCGTAATCCAACTGATGAAGAA (Phromma
sp. nich et al.
ALK-R | ACCAAGCAAAATTTTGTCAATAAATG 2009)
Pseudomonas - FAM-CCAGTGCCTTCTTCAACGGT-
fluorescens BHQ2 (Saha et
Pf-cpn-F CTGACACCAAGGCTATCG al. 2012)
Pf-cpn-R GCCTTCTACAACCGACAG
Raoultella TexasRed-
planticola Rpl ACTGCAACTACTTATTAAACTCCTTTG (Bjornsdot
ATT-BHQ2 tir-Butler
HdcF TCAATTAATAACTGCGGTGACTG etal.
2011)
HdcR CCATTGGTCACATACCCCCA
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Chryseobacteriu 16sF ATTGCCCGAAGGAAGGTC
m sp. .
165R GAGCGAACAGGATTAGATACCC SAN-TEZ
(0719.5TZ.2
Comamonas . ATGGTTTGGTGCTCGTCGAAAG 014)
testosteroni AGAA (TUBITAK-
R CATTAGAGTGCTCAACTGAATGTAGC | 112D044)
Micrococcus sp. F GAAGTCGCGGAGGTGATG
R TCGTGGAGTGGCTGAACC
Aeromonas sp. GyrB-F GAAGGCCAAGTCGGCCGCCAG (Robertson
ATCTTGGCATCGCCCGGGTTTTC etal.
GyrB-R 2014)
Arthrobacter glyA- F ATACCGTCCTCGGGCTGAACC SAN-TEZ
nicotianae (0719.87Z.2
CTTCTTCGCAATCTCCGCATC 014)
glyA-R (TUBITAK-
112D044)
Pseudomonas Hfg-F AAAGGTCCCGGTATCCATTTAC (Moreno
putida et al.
Hfg-R TGACGGTGTTCTTCAGCAATA 2015)
Total bakteri F GTG STG CAY GGY TGT CGT CA (Maeda et
al. 2003)
R ACGTCRTCCMCACCTTCCTC

Sentezletilen primer setleri ile primer/prob setlerinin uygunlugunun belirlenmesi
ve Real-Time PCR cihazinda denenmesi i¢in her bir izolattan elde edilen saf genomik
DNA ornekleri kullanilmistir. Her bir izolat PCA ortamlarina ¢izgi ekim yontemi

kullanilarak ekilerek 30°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon



sonunda iireyen kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak genomik DNA izolasyonlari
3.2.5.1°de belirtildigi gibi yapilmistir. Her bir setin PCR protokolleri, primer ve
problarin Tm dereceleri ile teorikte g¢ogaltilacak olan bolge uzunluklarina gore
belirlenmistir. Protokolleri belirlenen setler Real-Time PCR cihazinda denenerek hem

setlerin sistemde is gorme durumlar1 hem de protokol dogrulamasi gergeklestirilmistir.

Real-time PCR’da kullanilmak tizere segilen primer setleri ile primer/prob

setlerine ait kosullar Tablo 3.23’de ve Tablo 3.24’de gosterilmistir.

Tablo 3.23 Real-time PCR’da SYBR Green Ampliqon kiti ile yapilan primerlere ait

PCR protokolii
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Hedef

mikroorganizma

Real-time PCR Protokolii

Dongii

Sayisi

Acinetobacter sp.

On
inkiibasyon

95°C’de 600
sSn

1

Amplifikasyon

95°C’de 10
sn
53°C’de 10
sn
72°C’de 7 sn

45

Melting

95°C’de 10
sn
65°C’de 60
sn
97°C’de 1 sn

Cooling

37°C’de 30
sSn

Chryseobacterium
sp.

On
inkiibasyon

95°C’de 600
sn

Amplifikasyon

95°C’de 10
sn
55°C’de 10
sn
72°C’de 8 sn

45
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Melting

95°C’de 10
sn
65°C’de 60
sn
97°C’de 1 sn

Cooling

37°C’de 30
sSn

Comamonas
testosteroni

On
inkiibasyon

95°C’de 600
sn

Amplifikasyon

95°C’de 10
sShn
55°C’de 10
sn
72°C’de 7 sn

45

Melting

95°C’de 10
sn
65°C’de 60
sn
97°C’de 1 sn

Cooling

37°C’de 30
sn

Micrococcus luteus

On
inkiibasyon

95°C’de 600
sSn

Amplifikasyon

95°C’de 10
sn
53°C’de 10
sn
72°C’de 15
Sn

45

Melting

95°C’de 10
sn
65°C’de 60
sn
97°C’de 1 sn

Cooling

37°C’de 30
sn

On
inkiibasyon

95°C’de 600
sn
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Aeromonas sp.

Amplifikasyon

95°C’de 10
sn
65°C’de 10
sn
72°C’de 8 sn

45

Melting

95°C’de 10
sn
65°C’de 60
sn
97°C’de 1 sn

Cooling

37°C’de 30
sn

Arthrobacter sp.

On
inkiibasyon

95°C’de 600
sSh

Amplifikasyon

95°C’de 10
sn
58°C’de 10
sn
72°C’de 17
sn

45

Melting

95°C’de 10
sn
65°C’de 60
sn
97°C’de 1 sn

Cooling

37°C’de 30
sn

Pseudomonas
putida

On
inkiibasyon

95°C’de 600
sSn

Amplifikasyon

95°C’de 10
sn
53°C’de 10
sSn
72°C’de 5 sn

45

Melting

95°C’de 10
sn
65°C’de 60
sn
97°C’de 1 sn

Cooling

37°C’de 30
sSn
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Total bakteri

On
inkiibasyon

95°C’de 600
sn

Amplifikasyon

95°C’de 10
sn
60°C’de 10
sn
72°C’de 6 sn

45

Melting

95°C’de 10
sn
65°C’de 60
sn
97°C’de 1 sn

Cooling

37°C’de 30
sSh

Tablo 3.24 TagMan probu ile geceklestirilen PCR protokolii

Hedef mikroorganizma

Real-time PCR Protokolii

Dongii Sayisi

Pseudomonas fluorescens

On inkiibasyon

95°C’de 600 sn

1

Amplifikasyon

95°C’de 10 sn
50°C’de 10 sn
72°C’de 1 sn

45

Cooling

37°C’de 30 sn

Raoultella planticola

On inkiibasyon

95°C’de 600 sn

Amplifikasyon

95°C’de 10 sn
58°C’de 10 sn
72°C’de 1 sn

45

Cooling

37°C’de 30 sn
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Pseudomonas fluorescens ve Raoultella planticola haricinde diger izolatlar igin,
kalitatif ve kantitatif analizler SYBR® Green I teknolojisi “Ampliqon RealQ Plus 2x
Master Mix Green” kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Calisilan primer setlerinin
reaksiyon sonunda Tm (erime egrisi) analizleri ile kontrolleri yapilmistir. Tablo
3.25’de SYBR Green teknolojisinde kullanilan PCR bilesenleri ve miktarlar

gosterilmistir.

Tablo 3.25 SYBR Green i¢in kullanilan PCR bilesenleri ve miktarlari

SYBR GREEN |
Primer — F (10pM) 0,8 uL
Primer — R (10uM) 0,8 uL
Master mix 10 uL
PCR Grade Su 59 uL
Ornek (Kalip DNA) 2,5 uL
Toplam Hacim 20 puL

Pseudomonas fluorescens ve Raoultella planticola izolatlari i¢in ise farkli dalga
boylarinda salinim ve sogurma yapan O6zel boyalarla (FAM-BHQ2 ve TexasRed-
BHQ2) isaretli hidroliz problar1 kullanilmistir. “FastStart Essential DNA Probes
Master” (Roche) kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Tablo 3.26°da kit bilesenleri ve

miktarlar1 gosterilmistir.

Tablo 3.26 TagMan probu i¢in kullanilan PCR bilesenleri ve miktarlari

TagMan probu

Primer — F (10puM) 1ulL
Primer — R (10pM) 1ulL
Prob 1 ul
Master mix 10 uL
PCR Grade Su 4,5 uL

Ornek (Kalip DNA) 2,5uL
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Toplam Hacim 20 uL

Ayrica reaktor igindeki toplam bakteri miktarinin belirlenmesi ve izolatlar
disindaki diger mikroorganizmalarin miktarlarinin gézlenmesi igin tiim bakterileri
saptayabilecek total bakteri primer seti kullanilmistir. Total bakteri belirlenmesi i¢in

SYBR® Green I teknolojisi kullanilmistir.

Bilinmeyen 6rnek igerisinde var olan hedef DNA molekiiliiniin miktar hesabinin
(kantitatif analiz) yapabilmesi igin, 6nemli bir basamak olan Standart egrilerin
olusturulmasi calisilacak her bir izolat i¢in yapilmistir. Standart egri hazirlanmasinda
daha dogru sonuglar elde edebilmek i¢in pGEM®-T Easy Vector System Il (Promega,
ABD) klonlama kiti kullanilarak hedef gen bdlgeleri Escherichiae coli‘de
cogaltilmistir. Ligasyon basamagi Kit igerigine uygun olarak gerceklestirilmistir.

Oncelikle asagida ki formiil kullanilarak insert DNA miktar1 hesaplanmustir.

Vektor agirligt (ng) x Insert DNA uzunlugu (kb) o 3
Vektor uzunlugu (kb) 1

Insert DNA miktari (ng) =
Hesaplama sonrasinda elde edilen insert DNA miktar1 standart reaksiyon
karisiminda Tablo 3.27°de x ul olarak belirtilmis olup, klonlanmasi hedeflenen gen
bolgesi i¢in degisiklik gostermektedir. Hesaplamalarda kullanilan kit protokoliine
uygun olarak, vektor uzunlugu 3 kb ve vektor agirligi 50 ng olarak alinmistir. Formiilde
belirtilen 3:1 orani, reaksiyona eklenen vektor miktarinin insert DNA miktarina oranini

belirtmektedir.

Tablo 3.27 Ligasyon islemi i¢in hazirlanan standart reaksiyon karisim igerigi

Standart Pozitif Negatif

Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon

Ligasyon 5ul 5ul 5ul

Tamponu
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Vektor (50 ng) 1wl I ul 1wl
PCR DNA X ul - -
Kontrol DNA - 2 ul -
DNA Ligaz 1 ul 1l 1 ul
Niikleaz Free Su - Il 3ul
Toplam Hacim 10 l 10 ul 10 wl

Maksimum transformant sayisina ulagsmak i¢in hazirlanan reaksiyon karigimlari
+4°C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
transformasyon iglemi i¢in asagida ki basamaklar gerceklestirilmistir.

- Ligasyon reaksiyonlarint igeren tiipler, icerigin dip kisimda toplanmasi igin
santrifiijlenir.

- Daha sonra, her bir ligasyon reaksiyonundan 2 uL alinarak, buz iizerinde bulunan 1,5
mL’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilir. Kompetent hiicrelerin transformasyon
etkinliginin 6l¢iilmesi i¢in diger tiiplere 0,1 ng kesilmemis plazmid ilave edilerek buz
tizerine alinir.

- Donmus JM109 yiiksek etkinlik kompetent hiicrelerinin tiipleri, buz banyosunda
coziilene kadar bekletilir (yaklasik 5 dakika). Hiicreler hafifce karigtirilir. Kompetent
hiicreler oldukga kirilgan oldugu i¢in asir1 pipetleme yapilmamalidir.

- Dikkatli bir sekilde, 2 uL’lik ligasyon reaksiyonlarina 50 pL, transformasyon verimini
Olemek i¢in hazirlanan tiiplere 100 pL hiicre aktarilir, yavas¢a karistirildiktan sonra
buz tlizerinde 20 dakika inkiibasyona birakilir.

- 42°C’deki su banyosunda hiicreler yaklagik 45-50 saniye 1s1 sokuna maruz birakilir,
bu esnada tiipler ¢alkalanmaz. Islem sonrasi, tiipler hizlica tekrar buz iizerine alinir ve
2 dakika bekletilir.

- Ligasyon reaksiyonlarini igeren tiiplere 950 pL, kesilmemis plazmid ile transforme
olmus hiicreleri iceren tiiplere 900 puL oda sicakligindaki SOC medium ilave edilir.
Tiipler, 1,5 saat boyunca 37°C’de ve 150 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilir.

- Transformasyon kiiltiirlerinden 100 pL alinarak, daha O6ncedenhazirlanmig
Amfisilin/IPTG/X-Gal iceren LB agar (2adet) ortamlarina yayma plaka yontemi ile
inokiile edilir. Transformasyon kontrolii i¢in, ekim sirasinda SOC medium ile 1’e 10

oraninda diliisyon Onerilir. Eger yiiksek sayida koloni olusumu isteniyorsa, hiicreler
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1000 g’de 10 dakika santrifiijlenerek pellet olusumu saglanir. 200 uL. SOC medium
icerisinde siispanse edilerek, petrilere bunlardan 100 pL inokiile edilir.
- Petriler 37°C’de 16-24 saat inkiibe edilir.

Mavi-beyaz koloni se¢imine gore, insert DNA igerdigi diisiiniilen beyaz
koloniler, amfisilin igeren 5’er mL’lik LB broth besiyerlerine inokiile edilerek 37°C’de
calkalamali olarak 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Hedef bolgeleri igeren plazmid
DNA'lar1, plazmid ekstraksiyon Kiti (Roche, Germany) kullanilarak elde edilip,
nanodrop ile saflik kontrolleri yapilip miktarlart belirlenmistir. Uygun DNA
seyreltmeleri hazirlanarak standart egri grafiginin olusturulmasi ic¢in Oncelikle

baslangi¢ plazmid DNA kopya sayisi agagida ki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

DNA kiitlesi (g)x Avagadro sayist (mol)

Bazlarin ortalama molektler agirligt (%) X Template uzunlugu

DNA kopya sayist =

Daha sonra bir seri diliisyon yapilarak, maksimum 10 - minimum 102 kopya
DNA igeren seyreltmeler hazirlanmistir. Tablo 3.25°de ve Tablo 3.26°da belirtilen PCR
bilesenleri ile Kkaristirilarak analizin yapilacagt kuyucuk sisemlerine (plate)
aktarilmistir. Reaksiyon tamamlandiginda, sisteme verilen DNA molekiil miktarlarina
karsilik gelen Ct (esik degeri) degerleri ile slope (egim) ve intercept degerleri dikkate

alinarak standart egriler olusturulmustur.

PCR verimi standart egrinin egimi ile dogru orantilidir. Buna gore -3.332°lik bir
egim %100’liik bir verime karsilik gelir. ideal PCR verimi % 90 -100 arasinda olmasi
gerekmektedir. Cogaltilan bolgenin (amplicon) uzunlugu, sekonder yapilar ve primer
kalitesi gibi faktorler PCR verimini etkileyebilir. Verim hesab1 yapilirken asagidaki

formiil kullanilmakta ve % degeri olarak verim gosterilmektedir.

Verim= | (10((=1/(slope))) —1|x100
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PCR verimleri hesaplanmigtir. Standartlar olusturulduktan sonra ornekler

standartla birlikte ¢alisilmistir. Sekil 3.11°de tez calismasinda kullanilan Real Time

PCR cihaz1 gosterilmistir.

Sekil 3.11 Tez ¢alismasinda kullanilan Real-time PCR cihazi
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4 BULGULAR

4.1. izolatlarin Eldesi ve Tanilanmasi

Tek karbon ve enerji kaynagi olarak TFA, p-TOL ve 4-CBA kullanabilen
bakteriler izole edilip saflagtirilmistir. Petrilerde saflastirilan mikroorganizmalardan
koloni morfolojilerine gore farkli oldugu belirlenen organizmalar se¢ilmistir. Boylece,
makroskopik ¢alisma sonrasinda 20 farkli koloninin izolasyonu gergeklestirilip,

calismanin devami i¢in en aktif 8 organizma segilmistir.

Elde edilen 8 yeni izolatin HPLC ile biyoparcalama etkinlikleri belirlenmistir.
SANTEZ 00639-2010-2 no’lu proje kapsaminda daha onceden identifiye edilmis
olanlar ile beraber toplam 16 organizmanin, en iyi etkinlik gosterdigi kimyasallar Tablo
4.1°de gosterilmistir. Caligmaya eski ve yeni izolatlar olmak {izere toplamda 16

organizma ile devam edilmistir.

Tablo 4.1 HPLC sonuglarina gore izolatlarin etkinlik gosterdigi kimyasallar

TFA p-Tol 4-CBA ANT FLO PYR
T1 PT4 3A2 ANT2 CB FT5
T4 PT7 C6 218 P6
TK T5 C9 AS

R1

16 saf izolatin petri goriintiileri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. Gram
boyama islemleri sonrasinda gram reaksiyonlar1 TK, CB, AS icin pozitif olarak

sonuglanmistir. Diger 13 izolat gram negatiftir.
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Sekil 4.1 PCA’da petri goriintiileri a) CB izolat1, b) TK izolati, ¢) T4 izolat1, d) FT5 izolat1, €)
P6 izolat1, f) PT7 izolati, g) C9 izolati, h) 3a2 izolat1

Sekil 4.2 PCA’da petri goriintiileri a) PT4 izolati, b) C6 izolati, ¢) R1 izolati, d) T1 izolati, e)
Ant2 izolati, f) 218 izolat1, g) AS izolati, h) TS izolati
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4.2. Mikroorganizmalarin Molekiiler Karakterizasyonu
Elde edilen ve saf oldugu belirlenen genomik DNA' larin universal primerler

kullanilarak g¢ogaltimlar1 gergeklestirilmistir. PCR iriinlerinin, %21'lik agaroz jelde

dogrulamalar1 yapilmistir (Sekil 4.3)

Sekil 4.3 Genomik DNA izolasyon agaroz jel sonuglari

Bant numaralar1 ve izolat kodlar1; 1: T1, 2: T4, 3: T5, 4: TK, 5: C6, 6: C8, 7:
C9, 8: PT4, 9: PT7, 10: PT8, 11: PT9, 12: R1, 13: 3A2, 14: 3ABBK, 15: 2B, 16:
12TTK, 17: FLR1, 18: FT5, 19: FT7, 20: ANT2, 21: ANTS, 22: 218, 23: CB, 24: SD,
25: SE, 26: AS, 27: H1, 28: H2, 29: 3A1, 30: P6

Daha 6nceki SANTEZ projesinden elde edilen bakteri izolatlari ile birlikte, 31

ornege ait sekans sonuglar1 Tablo 4.2'de gosterilmistir.
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Tablo 4.2 Tanilanan strainlerin genus ve tiir diizeyindeki isimleri

izolat Organizma Ismi Benzerlik  Aksesyon
Kodu Oram (%) Numarasi
T1 Pseudomonas sp. 100 JX480627
T4 Chryseobacterium sp. 99 JX480628
T5 Pseudomonas alkylphenolica 99 MW248704
TK Arthrobacter nicotianae 100 JX480630
C6 Pseudomonas putida 100 MW248692
C8 Comamonas testosteroni 100 MW?248691
C9 Chryseobacterium indolegenes 100 MW248707
PT4 Pseudomonas alkylphenolia 99 MW248738
PT7 Pseudomonas putida 100 MW248705
PT8 Comamonas testosteroni 100 MW248693
PT9 Comamonas testosteroni 100 MW?248694
R1 Pseudomonas putida 100 MW248695
3A2 Comamonas testosteroni 100 MT127003
3ABBK Comamonas testosteroni 100 MW248708
2B Comamonas testosteroni 100 MW?248696




124

12TKK Comamonas testosteroni 100 MW248697
FLR1 Pseudomonas sp. 100 Almacak
FT5 Raoultella planticola 100 MW248698
FT7 Raoultella planticola 100 Almacak
ANT2 Pseudomonas fluorescens 100 MW248699
ANT8 Pseudomonas fluorescens 100 Alinacak
218 Acinetobacter sp. 100 JX029141
CB Arthrobacter protophormiae 100 JQ922111
SD Arthrobacter protophormiae 100 Almacak
SE Arthrobacter sp. 100 JX073088
AS Micrococcus luteus 100 MW248700
H1 Comamonas testosteroni 99 MW248701
H2 Comamonas testosteroni 100 MW?248702
3A1 Comamonas testosteroni 100 MW?248706
P6 Aeromonas hydrophila 100 MW248703

P5 Aeromonas sp. 100 Alinacak
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Kuru karisim igeriginde kullanilmak {izere se¢ilmis olan, 16 izolatin genus ve tiir

diizeyindeki isimleri ayrica Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.3 Segilen strainlerin genus ve tiir diizeyindeki isimleri

T1 | Pseudomonas sp. 3A2 | Comamonas testosteroni

T4 | Chryseobacterium sp. FT5 Raoultella planticola

T5 | Pseudomonas alkylphenolia ANT2 | Pseudomonas fluorescens

TK | Arthrobacter nicotinae 218 Acinetobacter sp.

C6 | Pseudomonas putida CB Arthrobacter protophormiae
C9 | Chryseobacterium indolegenes | As Micrococcus luteus

PT4 | Pseudomonas alkylphenolia P6 Aeromonas hydrophila

PT7 | Pseudomonas putida R1 Pseudomonas putida

4.3. Biiyiime Egrisi Sonuclar:

Kuru karisim igeriginde bulunan 16 izolatin biiylimede en etkin oldugu
logaritmik faz1 belirlemek amaciyla yontemler (Bkz.3.2.6) kisminda belirtildigi sekilde
spektrofotometrik 6lglim, es zamanli olarak dokme plaka yontemiyle bulaniklik ve
biiyiimenin sayisal sonuglar1 belirlenmistir. Grafiksel olarak temsil edilen bakteri
biliylime egrileri Sekil 4.4’de gosterilmistir. 16 izolat karisik olarak olusturulan biiyiime
egrisinde 4.saat, 7.saat ve 10. saat sayim sonuglari sirasiyla, 1,2 x 108 kob/ml, 3,5 x 108
kob/ml ve 3,5 x 10® kob/ml olarak belirlenmistir. Sonuglar dogrultusunda

biyoreaktorde yapilacak iiretim kiiltiivasyon stiresi 5-6 saat olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4 Mikroorganizmalarin biiyime egrisi grafikleri.
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4.4. Karisim Uriiniin Liyofilizasyon Yontemi ile Kurutulmasi Oncesi - Sonrasi

Viallerin Agirhiklar:

Viallerin iglemler oncesi bos agirliklari, liyofilizasyon oncesi ve sonrasi

agirliklar1 Tablo 4.4 ve Tablo 4.5°de belirtilmistir. 1 set (6rnegin; igerik yonca)

icerisinde bulunan 10 aym igerikli vialin degerleri birbirine ¢ok ¢ok yakindir,

ortalamanin goriilebilmesi igin her setten 2 vial degeri toplamda 40 vial degeri tabloda

verilmistir.

Bu veriler ile liyofilizasyon sonrasi elde edilen iriiniin kuru agirhig

hesaplanarak, 1 graminda bulunan mikroorganizma sayisi belirlenmistir. Ortalama

olarak liyofilizasyon islemi sonrasi tasiyicili orneklerde %60, tasiyict igermeyen

mikroorganizma deneme setlerinde %90 ve tizeri agirlik kayb1 olmustur.

Tablo 4.4 +4°C’de saklanacak bos vial ve liyofilizasyon dncesi - sonrasi dlgiilen vial

agirliklar

Vial
Numarasi

11
12
21
22
31
32
41
42
51
52
61
62
71
72
81
82
91
92
101
102
111

Vial Icerigi
Yonca
Yonca+Silika
Yonca+Skim Milk
Yonca+PVA
Aycicegi Kiispesi
Aycigegi

Kiispesi+Silika
Aygigegi
Kiispesi+Skim Milk
Aygigegi
Kiispesi+PVA
Soya Kiispesi

Soya Kiispesi
+Silika
Soya Kiispesi
+Skim Milk
Soya Kiispesi +PVA

Bos vial

Agirhiklar

(9)
10,6584
10,6334
10,6388
10,5972
10,5987
10,6133
10,7152
10,6005
10,6203
10,7437
10,6011
10,7431
10,6882
10,6561
10,6709
10,6829
10,8236
10,6771
10,6102
10,5968
10,7029
10,5940
10,7568

Liyofilizasyon
Oncesi (g)

12,6551
12,6392
12,6576
12,5761
12,6212
12,6349
12,7257
12,6395
12,5987
12,7394
12,6141
12,8073
12,6856
12,6603
12,7138
12,7841
12,8625
12,6810
12,6513
12,6360
12,7277
12,6055
12,7885

Liyofilizasyon
Sonrasi (Q)

11,4462
11,4290
11,5313
11,4887
11,5765
11,5848
11,6353
11,5314
11,4153
11,5454
11,5272
11,6894
11,6192
11,5688
11,5894
11,6259
11,4928
11,3212
11,3774
11,3530
11,5405
11,4256
11,5625

Kalan Kuru
Madde (g)

0,7878
0,7956
0,8925
0,8915
0,9778
0,9715
0,9201
0,9309
0,7950
0,8017
0,9261
0,9463
0,9310
0,9127
0,9185
0,9430
0,6692
0,6441
0,7672
0,7562
0,8376
0,8316
0,8057



112
121
122
131
132
141
142
151
152
161
162
171
172

Organizma
Organizma+Silika

Tasiyicisiz
Vakumsuz+Silikasiz

Tastyicisiz
Vakumsuz+Silikali

Tastyicili
Vakumsuz+Silikasiz

Tastyicilt
Vakumsuz+Silikali

128

10,7522
10,6596
10,6594
10,6862
10,7192
10,6661
10,6051
10,6478
10,6532
9,2537
9,1280
9,2244
9,1883

12,8170
14,7778
14,7171
14,7456
14,7410
14,5855
14,5744
14,6149
14,6394
11,2782
11,1999
11,2594
11,2366

11,5662
10,7699
10,7694
10,8790
10,9117
10,7790
10,7161
10,7467
10,7660
10,1342
10,0420
10,1242
10,1098

Tablo 4.5 +27°C’de saklanacak bos vial ve liyofilizasyon 6ncesi - sonrasi 6l¢iilen vial

agirliklar

Vial

Numarasi

1
2
11
12
21
22
31
32
41
42
51
52
61
62
71
72
81
82
91
92
101
102
111
112
121

Vial icerigi

Yonca
Yonca+Silika
Yonca+Skim Milk
Yonca+PVA

Aycicegi Kiispesi

Aygigegi
Kiispesi+Silika

Aygicegi
Kiispesi+Skim Milk

Aycicegi
Kiispesi+PVA

Soya Kiispesi

Soya Kiispesi +Silika

Soya Kiispesi +Skim
Milk

Soya Kiispesi +PVA

Organizma

Bos vial
Agirhiklar
(9)

9,3120
9,3201
9,3015
9,2525
9,3025
9,3481
9,3057
9,2962
9,4734
9,4343
9,3948
9,3432
9,2494
9,2696
9,2795
9,3108
9,3329
9,3162
9,4194
9,3486
9,3401
9,3387
9,3946
9,2897
9,2468

Liyofilizasyon
Oncesi (g)

11,3167
11,3465
11,3050
11,3175
11,3568
11,3416
11,3128
11,3385
11,5042
11,4223
11,3954
11,3393
11,2776
11,3619
11,2775
11,3274
11,3443
11,3508
11,4536
11,3574
11,3519
11,3486
11,3903
11,3773
13,1405

Liyofilizasyon
Sonrasi (g)

10,0252
10,0430
10,0117
9,9888

10,1604
10,1600
10,0973
10,0923
10,2441
10,4532
10,0958
10,0200
10,2021
10,1456
10,0980
10,0921
9,9858

9,9900

10,0478
10,0224
10,1052
10,1043
10,0911
10,0877
9,3601

Kalan
Kuru
Madde
(9
0,7132
0,7229
0,7102
0,7363
0,8579
0,8119
0,7916
0,7961
0,7707
1,0189
0,7010
0,6768
0,9527
0,8760
0,8185
0,7813
0,6529
0,6738
0,6284
0,6738
0,7651
0,7656
0,6965
0,7980
0,1133

0,8140
0,1103
0,1100
0,1928
0,1925
0,1129
0,1110
0,0989
0,1128
0,8805
0,9140
0,8998
0,9215
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122 9,2482 13,1569 9,3604 0,1122
131 Organizma+Silika 9,2564 13,2598 9,2604 0,0040
132 9,2591 13,2327 9,2887 0,0296
141 Tas1yicisiz 9,3713 13,2867 9,4845 0,1132
142 Vakumsuz+Silikasiz 9,5350 13,6543 9,6499 0,1149
151 Tasiyicisiz 9,2159 13,6543 9,3249 0,1090
152 Vakumsuz+Silikali 9,3022 13,2342 9,4209 0,1187
161 Tastyicili 9,2441 11,2676 10,0010 0,7569
162 Vakumsuz+Silikasiz 9,3004 11,2603 10,0210 0,7206
171 Tastyicili 9,3061 11,3148 10,0534 0,7473
172 Vakumsuz+Silikali 9,3515 11,3707 10,0500 0,6985

Liyofilizasyon sonrasi farkli igeriklerden bir grup vial goriiniimleri Sekil 4.5°te

gosterilmistir.

Sekil 4.5 Farkli igerige sahip bir grup vialin liyofilizasyon sonrasi goriiniimii

4.5 Tasiyic1-Koruyucu On Denemeleri Sonugclar

5,0 x 10® kob/ml baslangi¢ sayisina sahip mikroorganizma igeren kiiltiir sivisi
ve tastyici karisimlarinin freeze-drying canlilik sonuglari karsilastirilmistir. Zeolitin 6n
denemeler sonucunda bakteri liyofilizasyonu i¢in uygun bir tasiyict olmadig

goriilmiistiir. On denemeler sonucunda raf émrii ¢alismalari igin tasiyici olarak yonca,
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aycicegi (diisiik proteinli) ve soya sec¢ilmistir. Tablo 4.6’da yonca, soya, aygigegi
(diistik ve yiliksek proteinli) ve zeolite ait liyofilizasyon sonrasi secilen igerik
miktarlarinda canlilik sayimlari gosterilmistir. Secilen tastyicilarin ogiitiildiikten

sonraki morfolojileri Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.6 Yonca, soya, aygigegi (disiik ve yiiksek proteinli) ve zeolite ait on deneme
sonuglari

Baslangic Liyofilizasyon sonrasi
(kob/ml) (kob/ml)
Yonca (%40) 2,1x10% 2,5x10% 2,5x 108
Ayeicegi (Distk 30x10" 1,0x107 1,0x 107

Proteinli) (%50)

Aycicegi (Yiksek 5,0 x 108 . ) )
Proteinli) (%50) 40x10° 23x10° 2,0x10

Soya (%60) 2,7x10° 4,0x10° 3,0x 10°
Zeolit (%40) 44x10* 3,5x10* 3,8x 10

Sekil 4.6 Ogiitiilmiis soya, aycicegi ve yoncanin stereomikroskop gériintiisii a) Soya, b) Aycicegi,
¢) Yonca

Kullanilacak koruyucu igeriginin 6n denemeleri sonrasinda, canlilik sayim
sonuclarina gore silika ve skim milk, gliserol ile karsilastirildiginda daha yiiksek
koruyuculuga sahip olmustur. Yapilan 6n deneme sonucunda silika ve skim milk
¢alismanin devaminda kullanilmak iizere secilmistir. Liyofilizasyon sonrasi raf dmrii

canlilik sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7 Koruyucu 6n deneme 1.ay ve 2.ay canlilik sonuglari

4.6 Raf Omrii Cahsmalar1 Sonuglar

4.6.1 Raf Omrii Calismalari Sonrasinda Uriiniin Canhlik Sayim Sonuclar:

Mikroorganizmalarin her bir grup i¢in liyofilizasyon oncesi canlilik sayimi
yapilmis ve baslangi¢ mikroorganizma konsantrasyonu belirlenmistir. +4 °C ve +27 °C
saklama kosullarina sahip viallerin 18.ay’a kadar canlilik sayim sonuglari
belirlenmistir. +4 °C ve +27 °C 18 ay sonunda canlilik sayimlarina bakildiginda
canlilik sayimi en iyi iirlinlin ‘“yonca’’ ve “yonca+silika” icerigi oldugu belirlenmistir.
27°C’de saklanan viallerin canlilik sayimlarinda vial igeriklerinden; organizma,
organizma-+silika’da 1.ay ve sonrasinda tireme gergeklesmemistir. 27°C’de vakumsuz
olarak kurulan ve saklanan viallerden ise tasiyicisiz vakumsuz silikali, tasiyicisiz
vakumsuz silikasiz’da 1.hafta ve sonrasinda iireme gerceklesmemistir. +4 °C ‘de

tagiyicili vakumsuz gruplarin sayisinin hemen diismedigi gozlemlenmistir.
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Farkli igeriklere ve raf Omriine sahip iirtinlerin +4°C’de ve +27°C’de
liyofilizasyon oncesi ve liyofilizasyon sonrasi 1-3-6-9-12-15-18. ay canlilik sonuglart
sekil 4.8; 4.9; 4.10; 4.11; 4.12; 4.13; 4.14; 4.15; 4.16; 4.17°de gosterilmistir. Tim
hesaplamalar seyreltme faktorleri ve kuru agirlik miktarlari goz 6niinde bulundurularak
yapilmistir. Elde edilen veriler tasiyicili 6rnekler icin 1 g, tastyicisiz 6rnekler i¢in ise 1

mL’de ki sonuglardir.

Yonca

L.oncesi l.hafta l.ay 3.ay 6.ay 9ay 12ay 15.ay 18ay

log10 kob/g
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Zaman
myonca myoncatsilika ®yonca+skim milk yonca + PVA

Sekil 4.8 Yonca igerigine ait {iriin gruplarinin +4°C canlilik sonuglar1

Sekil 4.8’de gorildigi gibi yonca tasiyict olarak silika, skim milk, PVA
koruyucu olarak kullanildiginda; belirli araliklarla yapilmis olan canlilik sayim
sonuglarinda, 18 ay sonunda en fazla canlilik kayb1 (yaklagik 2 log) PVA koruyucu
olarak kullanildiginda goriilmiistiir. Koruyucu icermeyen yonca igeriginde en az
canlilik kayb1 (1 log’dan az) oldugu goriilmiistiir. +4°C yonca igerigi, tez ¢alismasinda

kullanilan igerikler arasinda canliligini en yiiksek diizeyde koruyan grubudur.
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Aycicegi

L.oncesi 1l.hafta 1l.ay 3.ay 6.ay 9ay 12ay 15.ay 18ay
Zaman

log10 kob/g
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Haycicegi Maygcigegi + silika  ®aygicegi+ skim milk aycicegitPVA

Sekil 4.9 Aycicegi igerigine ait iiriin gruplarinin +4°C canlilik sonuglar1

Sekil 4.9’da goriildiigi gibi aygicegi tastyict olarak ve silika, skim milk, PVA
koruyucu olarak kullanildiginda; belirli araliklarla yapilmis olan canlilik sayim
sonuglarinda, 18 ay sonunda en fazla canlilik kayb1 (yaklasik 3 log) PVA koruyucu
olarak kullanildiginda gériilmiistiir. Koruyucu icermeyen aygigegi iceriginde benzer
canlilik kaybi1 gozlenmistir. 18 ay sonunda en az canlilik kaybi1 (2 log’dan az),

aycicegi+skim milk igeriginde oldugu gozlenmistir.
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Soya

L.6ncesi 1l.hafta l.ay 3.ay 6.ay 9ay 12ay 15.ay 18ay

log10 kob/g
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Zaman
msoya msoya+tsilika msoya+skimmilk  msoya + PVA

Sekil 4.10 Soya igerigine ait iiriin gruplarinin +4°C canlilik sonuglari

Sekil 4.10’da goriildiigii gibi soya tasiyici olarak silika, skim milk, PVA
koruyucu olarak kullanildiginda; belirli araliklarla yapilmis olan canlilik sayim
sonuglarinda, 18 ay sonunda en fazla canlilik kaybi1 (yaklagik 5 log) skim milk
koruyucu olarak kullanildiginda goriilmiistiir. Koruyucu i¢cermeyen soya igeriginde en

az canlilik kaybi (yaklasik 2 log) oldugu goriilmiistiir.

Organizma

L.6ncesi l.hafta l.ay 3.ay 6.ay 9ay 12ay 15ay 18ay

©

log10 kob/mL
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Zaman
morg. morg. +silika

Sekil 4.11 Tasiyicisiz kuru karigim igerigine ait iiriin gruplarinin +4°C canlilik sonuglar1
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Sekil 4.11°de goriildiigii gibi tasiyicisiz olarak olusturulan kuru karisimda
belirli araliklarla yapilmis olan canlilik sayim sonuglarinda, 18 ay sonunda en fazla
canlilik kaybi (yaklasik 3 log) koruyucu icermeyen sadece organizma grubunda
olmustur. Tasiyicisiz kuru karisim grubuna ait igeriklerden en iyi canlilik sayimi

sonucunu organizma-tsilika (yaklasik 2 log) vermistir.

Vakumsuz

L.oncesi 1.hafta 1l.ay 3.ay 6.ay 9ay 12ay 15.ay 18ay
Zaman
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Sekil 4.12 Vakumsuz kuru karisim icerigine ait tiriin gruplarinin +4°C canlilik sonuglar1

Sekil 4.12°de goriildiigii gibi vakumsuz olarak olusturulan kuru karigimda
tastyici igeren gruplarin tasiyici igermeyen gruplara gore canlilik sayilari yiiksektir. 18
ay sonunda en fazla canlilik kayb1 (yaklasik 5 log) tasiyiciz vakumsuz silikali {iriin
grubu olmustur. Vakumsuz kuru karigim grubuna ait igeriklerden en iyi canlilik sayimi
sonucunu tastyicili vakumsuz silikasiz (yaklasik 2 log) vermistir. Vakumsuz olarak
saklanan vial igeriklerinde, silika koruyucu olarak kullanildiginda canlilik sonuglarinda

avantaj saglamadig gorilmiistiir.
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Yonca
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Sekil 4.13 Yonca igerigine ait {iriin gruplarinin +27°C canlilik sonuglari

Sekil 4.13’te goriildiigii gibi yonca tasiyict olarak silika, skim milk, PVA
koruyucu olarak kullanildiginda; belirli araliklarla yapilmis olan canlilik sayim
sonuglarinda, 18 ay sonunda en fazla canlilik kayb1 (yaklasik 3 log) PVA koruyucu
olarak kullanildiginda goriilmistiir. Silika koruyucu olarak kullanildiginda ise en az
canlilik kaybi1 (yaklasik 2 log) oldugu goriilmiistir. Koruyucu igcermeyen yonca

iceriginde de benzer canlilik kayb1 gozlenmistir.

Aycicegi
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Sekil 4.14 Aygicegi icerigine ait iirlin gruplarinin +27°C canlilik sonuglar1
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Sekil 4.14°de goruldugi gibi aygicegi tasiyici olarak ve silika, skim milk, PVA
koruyucu olarak kullanildiginda; belirli araliklarla yapilmis olan canlilik sayim
sonuglarinda, 18 ay sonunda en fazla canlilik kaybi (yaklagik 4 log) skim milk
koruyucu olarak kullanildiginda goriilmiistiir. Koruyucu icermeyen aycicegi iceriginde

en az canlilik kayb1 (yaklasik 3 log) oldugu goriilmiistiir.

Soya

L.oncesi 1.hafta 1l.ay 3.ay 6.ay 9ay 12ay 15ay 18ay
Zaman

log10 kob/g
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msoya Msoyatsilika —msoya + skim milk soya + PVA

Sekil 4.15 Soya igerigine ait {iriin gruplarinin +27°C canlilik sonuglari

Sekil 4.15’te goriildiigii gibi soya tasiyici olarak silika, skim milk, PVA koruyucu
olarak kullanildiginda; belirli araliklarla yapilmis olan canlilik sayim sonuglarinda, 18
ay sonunda en fazla canlilik kaybi (yaklasik 5 log) skim milk koruyucu olarak
kullanildiginda goriilmiistiir. Silika koruyucu olarak kullanildiginda ise en az canlilik

kaybi (yaklasik 3 log) oldugu goriilmiistiir.
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Organizma

log10 kob/mL
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Sekil 4.16 Tasiyicisiz kuru karisim icerigine ait iiriin gruplarinin +27°C canlilik sonuglari
Sekil 4.16°da goriildiigi gibi tasiyicisiz olarak olusturulan kuru karigimda belirli
araliklarla yapilmis olan canlilik sayim sonuglarinda; organizma+silika ve organizma

iceriklerinde 1.ay ve sonrasinda lireme gerceklesmemistir.

Vakumsuz

9,5

9

8,5
78
=
58
<55
D 5
g3
=35
223
o ’2
15

1

0,5

0

L.oncesi l.hafta l.ay 3.ay 6.ay 9ay 12ay 15ay 18ay
Zaman
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Sekil 4.17 Vakumsuz kuru karigim igerigine ait {iriin gruplarinin +27°C canlilik sonuglari
Sekil 4.17°de gorildigi gibi vakumsuz olarak olusturulan kuru karisimda

tagiyict igeren gruplarin 18.ay sonuna kadar canliliklarini stirdiirdiikleri goriilmiistiir.
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Tasiyict icermeyen gruplarda ise 1.hafta ve sonrasinda iireme gergeklesmemistir.
Vakumsuz kuru karigim grubuna ait igeriklerin canlilik sayimi sonucuna bakildiginda

silikali ve silikasiz igerikte benzer canlilik kaybi (yaklasik 4 log) goriilmiistiir.

Tez galigmasinda canlilik sonuglarina baktigimizda tasiyici olarak ‘‘yonca’
diger tasiyicilar aycigegi ve soyaya gore canlilik oranlarina bakildiginda en iyi sonucu
vermistir. Tagiyici+organizma igeren koruyucu icermeyen gruplardan aycicegi en fazla
canlilik kaybina sahip grup olmustur. Tiim gruplar geneline bakildiginda etkinligi en
iyi olan koruyucu olarak silika, en az olan koruyucu olarak PVA gozlemlenmistir. +4°C
ve +27°C saklama kosullarinda 18 ay sonunda, +4°C saklanan viallerde bulunan iiriin

gruplari canlilik sayis1 bakimindan daha iyi sonuglar vermistir.

Tas1yict “‘yonca’’ grubunda en iyi sonug veren gruplar yonca ve yonca+silika
olmustur. Tastyict ‘‘aygigegi’” grubunda en iyi sonug veren gruplar aycicegi+skim milk
ve aygigegi+silika olmustur. Tasiyict ‘‘soya’’ grubunda en iyi sonug veren gruplar soya
ve soya+PVA olmustur. Canlilik sayim sonuglarinda her koruyucunun farkli tagiyicilar
ile birlikteyken daha iyi is gorebildigi gbzlemlenmistir. Tasiyici icermeyen sadece
organizma ve koruyucu igeren vial gruplarinda, silika avantaj saglamistir. Vakumsuz
gruplarda tasiyici olarak kullanilan yoncanin canlilik {izerine olan etkisine

bakildiginda, iirlinii ¢cok 1yi korudugu gézlemlenmistir.

4.6.2 Raf Omrii Calismalari Sonrasinda Uriiniin Biyoparcalama Aktivite

Sonuclar

Liyofilizasyon islemi oOncesi mikroorganizma karisimmnin biyoparcalama
etkinligi belirlenmistir. Fermentorde tiretilen taze kiiltiir karigimi ile yapilan, 40 mg/L
TA, 40 mg/L p-TOL, 30 mg/L 4-CBA hidrokarbonlarinin par¢alanma durumlarinin
+4°C ve +27°C saklama kosullar tiretimleri i¢in HPLC analizleri sonucunda elde
edilen verileri Sekil 4.18 ve 4.19°da yer almaktadir. Sirasiyla 7-9 saat 14-16 saat
icerisinde kimyasallarin her biri tiikkenmistir. Tiim biyoparcalama ¢alismalarinda; tim

viallerle es zamanli 6rnek alinarak takibi yapilan kontrol (kor) erlenleri denemesi
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yapilmistir. Kontaminasyon olup olmadigini, kimyasallarin mikroorganizmalara bagl
olmayan degisimlerini belirlemek amaciyla kontrol erleni kullanilmistir. Kontrol

erlenlerinde tiim ¢alisma setlerinde kimyasal degisim 24 saat siiresince olmamustir.

Liyofilizasyon Oncesi
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Sekil 4.18 Adapte as1 kiiltiriiniin +4°C liyofilizasyon islemi 6ncesi biyopargalama etkinligi
sonucu
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Sekil 4.19 Adapte as1 kiiltiiriiniin +27°C liyofilizasyon islemi oncesi biyopargalama etkinligi
sonucu
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HPLC etkinligi sonuglarina goére TFA ve p-TOL kimyasallarinin yaklasik 7-8
saat icerisinde tlikendigi gozlemlenmistir. 4-CBA kimyasali ise 4-5 saat icerisinde
tikenmistir. 4-CBA kimyasali parcalaninca TFA’ya doniismektedir. (Bkz. 2.1.1) Bu
nedenle 4-CBA kimyasali tiikendikge, TFA kimyasal konsantrasyonunda artis

gozlemlenmektedir.

Raf omrii ¢caligmalar1 bitmis {iriinlerin terefitalik asit ve diger hidrokarbonlar1
parcalama etkinligi gézlemlenerek, aktivite degisimi gézlemlenmistir. Biyoparcalanma
etkinliginin kontrolii i¢in liyofilizasyondan 1 hafta sonra liyofilize {iriin gruplarinin her
birinin aktivitesine bakilmigtir. 1.hafta ile 1. ay ve 12.,15.ay ile 18.ay viallerindeki
etkinliklerde 6nemli bir farklilik gozlenmedigi ig¢in sonuglar 1.,3.,6.,9.,18.ay olmak
iizere tiim igerikler i¢in paylasilmistir. Parcalama etkinligi sonuclar1 Sekil 4.20°den

4.62’ye kadar gosterilmistir.

Raf 0mrii siiresi dolan vialler i¢in 1. ve 3.ay caligmalarina baslandiginda, farkl
bir rehidrasyon yontemi sec¢ilmistir. SOyle ki, viallerin igerisine rehidrasyon
asamasinda, tasiyicilt gruplar i¢in 4 mL, tasiyict igermeyen gruplar 2 mL olmak tizere
PBS eklenip igerisinden 1 mL alinip dokme plaka ile canli sayimi1 yapilmistir. Her bir
driiniin -1’lik seyreltme petrisinden alinan mikroorganizmalarin 540 nm’de 0,3-0,5
olacak sekilde OD’si ayarlanip biyopargalama analizlerine gecilmistir. Sonuglara
bakildiginda tiim vial icerigine ulagilamadigi diisiiniilmiistiir, emin olmak i¢in farkli bir
yontem tlizerine 6n denemeler yapilip gelistirilmistir. Degistirilen rehidrasyon yontemi
(Bkz.3.2.8.3) ile yapilan canlandirma yonteminin etkisi, canli sayimlarinda ve 6zellikle
6.ay ve sonrasinda biyoparcalama sonuglarina yansimisg, anlamli veriler elde edilmistir.
Yontem degistirildikten sonra biyoparcalamanin daha kisa siirede gerceklesmesi, tim

vial iceriginin temsil edildiginden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

PTA grubu (TFA, p-TOL ve 4-CBA) haricinde ilave olarak PTA+PAH ve PAH
parcalanma caligmalar1 tez igerisinde stirdiiriilmiistiir. PAH’larin yiiksek hidrofobik
karakterde olmasindan dolayi1 su fazinda homojen sekilde dagilim gostermedigi, ayrica
molekiil yapilarinin  PTA grubuna gore daha kararli olmasindan dolay1

mikroorganizmalar tarafindan par¢alanma islemi uzun siirmektedir. Anlamli sonug
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elde edebilmek icin, drnekler 0.giin 7.giin ve 14.giin olarak analiz edilmistir. HPLC
analizlerinden, GC cihazi ile PAH analizlerine gegilmistir. Metod olusturulmus olup,
farkli ekstraksiyon yontemleri denenmistir. Deneme asamasinda sikintisiz olan
yontem, asil ¢alismada sikinti yaratmistir. SOyle ki, poliaromatik hidrokarbonlarin,
metotta  kullanilan  farkli  ekstraksiyon asamalarinda disik (20 mg/L)
konsantrasyonlarda calisildigr icin, dengeli bir sekilde geri kazanim saglanamamustir.
Dolayisiyla tutarli sonuglar elde edilememistir. Ve ayrica Petkim Petrokimya Holding
A.S.’nin atik su igeriginde sirket tarafindan yapilan analizler sonucunda PAH’lar
bulunmadigi i¢in bu grup ¢alismalarina devam edilmemis olup, 6zellikle asil kirletici
olan sikinti yaratan PTA grubu oldugundan, bundan sonraki ¢alismalar bu grup

hidrokarbonlar ile devam ettirilmistir.
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Sekil 4.20 Yonca (a), yonca+silika (b), yonca+skim milk (c) ve yonca+PV A (d)’ya ait +4°C 1.ay
biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.21 Yonca (a), yonca+silika (b), yonca+skim milk (c) ve yonca+PVA (d)’ya ait +4°C 1.ay
biyopargalama etkinligi
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AYCICEGI AYCICEGI +SILIKA
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Sekil 4.22 Aycicegi (a), Aygicegitsilika (b), Aycigegi+skim milk (c) ve Aygicegi+PVA (d)’ya

ait +4°C 1.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.23 Aycicegi (a), Aygicegitsilika (b), Aycigegi+skim milk (c) ve Aygicegi+PVA (d)’ya

ait +27°C l.ay biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.24 Soya (a), Soyatsilika (b), Soya+skim milk (c) ve Soya+PVA (d)’ya ait +4°C l.ay
biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.25 Soya (a), Soya+tsilika (b), Soya+skim milk (c) ve Soya+tPVA (d)’ya ait +27°C 1.ay
biyoparcalama etkinligi
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ORGANIZMA ORGANIZMA+SILIKA
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Sekil 4.26 Organizma (a), Organizma+silika (b)’ye ait +4°C 1.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.27 Tasiyicili+vakumsuz+silikasiz (a), Tasiyicili+vakumsuz+silikali (b)’ye ait +27°C 1.ay
biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.28 Tastyicilitvakumsuz+silikasiz ~ (a), Tastyicili+vakumsuz+silikali (b),
Tastyicisiztvakumsuz + silikasiz (c¢), Tastyicisiztvakumsuz+silikalt (d) ’ya ait +4°C l.ay
biyopargalama etkinligi

Sekil 4.20°den Sekil 4.28’¢ kadar gorildigi gibi 1.ay +4°C’de saklanan
viallerden tastyic1 yonca (Sekil 4.20), diger tasiyici aygigegi ve soya igeren orneklere
gore daha yiiksek biyoparcalama etkinligine sahiptir. Vakumsuz saklanan 6rneklerde
biyoparcalama aktivitesinde ciddi bir diisiis goézlemlenmistir. Biyoparcalama
aktivitesinin +27°C’de azaldigi, hatta kaybedildigini sdyleyebiliriz. Vakumsuz

saklanan orneklerde biyoparg¢alama aktivitesinde ciddi bir diisiis gézlemlenmistir.
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Sekil 4.29 Yonca (a), yonca+silika (b), yonca+skim milk (c¢) ve yonca+tPVA (d)’ya ait +4°C 3.ay

biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.30 Yonca (a), yonca+silika (b), yonca+skim milk (¢) ve yoncatPVA (d)’ya ait +27°C

3.ay biyopargalama etkinligi




149

AYCICEGI AYCICEGI+ SILIKA
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Sekil 4.31 Ayc¢icegi (a), Aygicegi+silika (b), Aygi¢egitskim milk (¢) ve Aycicegi+PVA (d)’ya

ait +4°C 3.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.32 Aygigegi (a), Aycigegitsilika (b), Ay¢icegi+skim milk (c) ve Aygicegi+PVA (d)’ya

ait +27°C 3.ay biyoparcalama etkinligi
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Zaman (saat)

7 9
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14 16
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Sekil 4.33 Soya (a), Soyatsilika (b), Soya+skim milk (c) ve Soya+PVA (d)’ya ait +4°C 3.ay

biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.34 Soya (a), Soya+silika (b), Soya+skim milk (c) ve Soya+PVA (d)’ya ait +27°C 3.ay

biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.35 Organizma (a), Organizma-+silika (b)’ye ait +4°C 3.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.36 Tasiyicili+vakumsuz+silikasiz (a), Tasiyicili+vakumsuz+silikali (b)’ye ait +27°C 3.ay

biyoparcalama etkinligi
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TASIYILI VAKUMSUZ SILIKASIZ TASIYICILI VAKUMSUZ SILIKALI
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Sekil 4.37 Tastyicilitvakumsuz+silikasiz ~ (a), Tastyicili+vakumsuz+silikali (b),
Tastyicisiztvakumsuz + silikasiz (c), Tastyicisiztvakumsuz+silikalt (d) ’ya ait +4°C 3.ay
biyopargalama etkinligi

Sekil 4.29°dan sekil 4.37’ye kadar goriildiigii gibi 3. ay +4°C’de saklanan
viallerden tastyict yonca (Sekil 4.29), diger tasiyict aygicegi ve soya iceren Orneklere
gore daha yiiksek biyoparcalama etkinligine sahiptir. Vakumsuz saklanan 6rneklerde
biyoparcalama aktivitesinde ciddi bir diisiis gozlemlenmistir. Biyopar¢alama
aktivitesinin +27°C’de azaldig1, hatta kaybedildigini soyleyebiliriz. Vakumsuz
saklanan o6rneklerde biyoparcalama aktivitesinde ciddi bir diisiis gozlemlenmistir. 1. ay

sonuclariyla benzer sonuglar elde edilmistir.
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YONCA YONCA+ SILIKA
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Sekil 4.38 Yonca (a), yonca+silika (b), yonca+skim milk (¢) ve yonca+PVA (d)’ya ait +4°C 6.ay

biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.39 Yonca (a), yonca+silika (b), yonca+skim milk (c¢) ve yonca+PVA (d)’ya ait +27°C

6.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.38 ve 4.39°da goriildiigii gibi +4°C’de saklanan yonca, yonca+silika ve
yonca+skim milk i¢eren viallerde 4-CBA, TFA ve p-TOL 4-7 saat; yonca+PVA iceren
vialde 4-CBA 7 saat, TFA ve p-TOL 7-9 saat igerisinde tamamen tiikenmistir.
+27°C’de saklanan yonca iceren vialde 4-CBA 4-7 saat, TFA 12-14 saat, p-TOL 16
saat i¢erisinde; yoncatsilika igeren vialde 4-CBA 4-7 saat, TFA 9-12 saat, p-TOL 14
saat icerisinde; yonca+skim milk iceren vialde 4-CBA 4-7 saat, TFA 12-14 saat
icerisinde; yonca+PVA iceren vialde 4-CBA 7-9 saat, TFA 12-14 saat icerisinde
tamamen tikkenmistir. +27°C’de saklanan yonca+skim milk ve yonca+PVA viallerinde

tiim kimyasallar tiikenmemis olup 24 saat sonunda 44 mg/L p-TOL kalmustir.

6. ay +4°C’de yoncanin tastyici oldugu en iyi gruptan baglayarak biyoparcalama
etkinliklerine bakildiginda, siralama; yonca, yonca+silika, yoncatskim milk ve
yonca+tPVA olmustur. +27°C’de en 1iyi gruptan baslanildiginda biyopargalama

etkinligi sirastyla; yonca+silika, yonca, yonca+skim milk ve yonca+PVA olmustur.
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Sekil 4.40 Aygicegi (a), Aygicegitsilika (b), Aycigegi+skim milk (¢) ve Aygicegi+PVA (d)’ya
ait +4°C 6.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.41 Aygicegi (a), Aygicegitsilika (b), Aycigegi+skim milk (c) ve Aygicegi+PVA (d)’ya
ait +27°C 6.ay biyopargalama etkinligi

Sekil 4.40 ve 4.41°ta gorildigi gibi +4°C’de saklanan aygicegi, aygicegi+silika
aycicegi+skim milk ve aygigegi+PVA iceren viallerde 4-CBA, TFA ve p-TOL 7-9 saat
icerisinde tamamen tiilkenmistir. +27°C’de saklanan aycicegi, aycicegit+silika
aycicegi+skim milk ve aygicegi+PVA igeren viallerde 4-CBA ve TFA 9-12 saat
igerisinde tamamen tiikenmistir. p-TOL ise tamamen tiikkenmemis olup 24 saat sonunda

37-41 mg/L olarak kalmustir.

6. ay +4°C’de aygigeginin tasiyict oldugu en iyi gruptan baglayarak
biyopargalama etkinliklerine bakildiginda, siralama; aygicegi+skim  milk,
aycicegit+silika, aycicegi+tPVA ve aycicegi olmustur. +27°C’deki gruplarin

biyopargalama etkinlikleri benzer olarak gézlemlenmistir.
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Sekil 4.42 Soya (a), Soyatsilika (b), Soya+skim milk (c) ve Soya+PVA (d)’ya ait +4°C 6.ay

biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.43 Soya (a), Soya+silika (b), Soya+skim milk (c) ve Soya+PVA (d)’ya ait +27°C 6.ay

biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.42 ve 4.43’te goruldigi gibi +4°C’de saklanan soya igeren viallerde 4-
CBA 4 saat igerisinde 2,5 mg/L degerine diiserek neredeyse tamamen, p-TOL 4-7 saat
icerisinde ve TFA 9-12 saat igerisinde tamamen tiikenmistir. Soya+skim milk igeren
vialde 4-CBA 9 saat i¢erisinde 1 mg/L degerine diiserek neredeyse tamamen, p -TOL
7-9 saat, TFA 9-12 saat; soya+silika i¢eren vialde 4-CBA ve p-TOL 4 saat igerisinde 2
mg/L degerine diiserek neredeyse tamamen, TFA 7-9 saat; soya+tPVA igeren vialde 4-
CBA 4-7 saat, p-TOL ve TFA 7-9 saat igerisinde tamamen tiikenmistir.

+27°C’de saklanan soya ve soya+PVA igeren viallerde 4-CBA 4-7 saat, TFA 9-
12 saat igerisinde tamamen tiikenmistir. p-TOL ise bu iki grupta 24 saat sonunda
tilkenmemistir. Soya+silika ve soya+skim milk igeren viallerde 4-CBA 4-7 saat, TFA

ve p-TOL 16-24 saat igerisinde tiikenmistir.

6. ay +4°C’de soyanin tasiyict oldugu en iyi gruptan baslayarak biyoparcalama
etkinliklerine bakildiginda, siralama; soya, soya+silika, soya+PVA ve soya+skim milk
olmustur. +27°C’deki Dbiyopargalama etkinliklerine bakildiginda en iyi grup

soya+silika ve soya skim milk olmustur.
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Sekil 4.44 Organizma (a), Organizma+silika (b)’ye ait +4°C 6.ay biyoparcalama etkinligi

Sekil 4.44’te goriildiigli gibi +4°C’de saklanan viallerden organizma-silika {iriin

igeriginde 14-16 saat, sadece organizma iiriin igeriginde 16-24 saat icerisinde tiim
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kimyasallar tiikenmistir. +27°C’de saklanan tasiyici i¢ermeyen oOrganizma ve
organizma silika i¢erikli viallerde Nutrient Broth ortaminda tireme olmadigi i¢in HPLC

analizi yapilamamustir.
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Sekil 4.45 Tasiyicili+vakumsuz+silikasiz (a), Tasiyicilitvakumsuz+silikali (b)’ye ait +27°C 6.ay
biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.46 Tastyicilitvakumsuz+silikasiz =~ (a), Tastyicili+vakumsuz+silikali (b),
Tasiyicisizt+vakumsuz + silikali (c)’ye ait +4°C 6.ay biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.45 ve 4.46’de goruldigi gibi vakumsuz olarak saklanan gruplarda
+4°C’de ve +27°C’de tastyicili gruplar tasiyici igermeyen gruplara gore daha iyi sonug
vermistir. +27°C’de tasiyicisiz gruplarda ve +4°C’de tastyicisiz+vakumsuz+silikasiz

iirlin i¢eriginde canlilik olmadigi i¢in biyopar¢alama analizleri gerc¢eklestirilememistir.

+4°C’de tasiyicili+vakumsuz+silikasiz ve tasiyicili+vakumsuz+silikali iiriin
iceriginde 7-9 saat igerisinde tiim kimyasallar tiikkenmistir. +27°C’de tasiyicili
gruplarda 4-CBA ve TFA giderim siireleri uzamis, p-TOL ise 24 saat sonunda

tiikenmemistir.
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Sekil 4.47 Yonca (a), yonca+tsilika (b), yonca+skim milk (c¢) ve yonca+PVA (d)’ya ait +4°C 9.ay

biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.48 Yonca (a), yonca+silika (b), yonca+skim milk (¢) ve yoncatPVA (d)’ya ait +27°C

9.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.47 ve 4.48’de goriildiigii gibi +4°C’de saklanan yonca igeren vialde 4-
CBA ve p-TOL 4 saat igerisinde, TFA ise 4-7 saat igerisinde; yonca+silika igeren
vialde 4-CBA, TA ve p-TOL 4-7 saat igerisinde; yoncatskim milk igeren vialde 4-
CBA ve TFA 4-7 saat igerisinde, p-TOL 4 saat igerisinde; yonca+PVA igeren vialde 4-
CBA, TFA ve p-TOL 4-7 saat igerisinde tamamen tiikenmistir.

+27°C’de saklanan yonca iceren vialde 4-CBA 4-7 saat, TFA ve p-TOL 14-16
saat igerisinde; yonca+tsilika igeren vialde 4-CBA 4-7 saat, TFA ve p-TOL 12-14 saat
icerisinde; yonca+skim milk i¢eren vialde 4-CBA 4-7 saat, p-TOL 14-16 saat, TA 16-
24 saat icerisinde; yonca+PVA igeren vialde 4-CBA 4-7 saat, p-TOL 14-16 saat

icerisinde tamamen tiikenmis olup, TFA ise 24 saat sonunda 26 mg/L kalmustir.

9. ay +4°C’de yoncanin tasiyici oldugu en iyi gruptan baslayarak biyopar¢alama
etkinliklerine bakildiginda, siralama; yonca, yoncatsilika, yoncatskim milk ve
yoncatPVA olmustur. +27°C’de en iyi gruptan baslanildiginda biyopargalama
etkinligi sirasiyla; yonca+silika, yonca, yoncatskim milk ve yonca+PVA olmustur.

Siralamalar, 6.ay sonuglariyla benzerdir.
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Sekil 4.49 Aycicegi (a), Aygicegi+silika (b), Aycicegi+skim milk (c) ve Aygicegi+PVA (d)’ya

ait +4°C 9.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.50 Ayg¢icegi (a), Aygicegi+silika (b), Aygigegi+skim milk (c) ve Aycigegi+PVA (d)’ya

ait +27°C 9.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.49 ve 4.50°de goriildiigi gibi +4°C’de saklanan, aygicegitsilika ve
aycicegi+skim milk igceren viallerde 4-CBA ve p-TOL 0-4 saat, TFA 4-7 saat ;
aycicegi+PVA iceren vialde 4-CBA, p-TOL ve TFA 4-7 saat; ay¢igegi igeren vialde
4-CBA ve p-TOL 4-7 saat, TFA 7-9 saat igerisinde tamamen tiikenmistir.

+27°C’de saklanan aycicegi, aygigegi+silika aycigegi+skim milk ve
ayc¢icegi+PVA iceren viallerde 4-CBA 7-9 saat igerisinde tamamen tiikenmistir. TFA
ve p-TOL ise tamamen tiikenmemis olup 24 saat sonunda kalmistir. +27°C 6. ay

sonuglarina gére TA kimyasali biyoparcalama siiresi uzamistir.

9. ay +4°C’de aygiceginin tasiyict oldugu en 1iyi gruptan baslayarak
biyopar¢alama etkinliklerine bakildiginda, siralama; aygicegi+skim  milk,
aycicegitsilika, aygicegi+tPVA ve aygicegi olmustur. Bir onceki ay ile benzerdir.
+27°C’de  saklanan gruplarin  biyopargalama etkinlikleri benzer olarak

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.51 Soya (a), Soyatsilika (b), Soya+skim milk (c) ve Soya+PVA (d)’ya ait +4°C 9.ay

biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.52 Soya (a), Soya+silika (b), Soya+skim milk (c) ve Soya+PVA (d)’ya ait +27°C 9.ay

biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.51 ve 4.52°de gorildigii gibi +4°C’de saklanan soya ve soya+silika
iceren viallerde 4-CBA ve p-TOL 0-4 saat, TFA 4-7 saat igerisinde tamamen
tilkenmistir. Soya+PVA iceren vialde 4-CBA ve p-TOL 4-7 saat, TFA 7-9 saat
igerisinde; soya+skim milk i¢eren vialde 4-CBA, p-TOL ve TFA 9-14 saat igerisinde

tamamen tikenmistir.

+27°C’de saklanan soya, soyatsilika soya+skim milk ve soya+PVA igeren
viallerde 4-CBA 7-9 saat igerisinde tamamen tiikenmistir. Tiim gruplarda, TFA ve p-
TOL ise tamamen tilkkenmemis olup 24 saat sonunda kalmistir. +27°C 6. ay sonuglarina
gore p-TOL kimyasali biyopargalama siiresi soya skim milk ve soya silika igeren vial

iceriklerinde, TFA kimyasali biyopar¢alama siiresi ise tiim vial igeriklerinde uzamaistir.

9. ay +4°C’de soyanin tasiyict oldugu en iyi gruptan baslayarak biyoparcalama
etkinliklerine bakildiginda, siralama; soya, soya+silika, soya+PVA ve soya+skim milk
olmustur. +4°C’deki bu sonu¢ 6.ay ile benzerdir. +27°C’deki biyopargalama
etkinliklerine bakildiginda en iyi grup soya olmustur.
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Sekil 4.53 Organizma (a), Organizma-+silika (b)’ye ait +4°C 9.ay biyoparcalama etkinligi

Sekil 4.53’te gorildigi gibi +4°C’de saklanan viallerden sadece organizma
iirlin iceriginde 12-14 saat, organizma-silika iiriin igceriginde 14-16 saat igerisinde tiim

kimyasallar tlikenmistir.



166

: °
60 e I
— 50 = -
E 10 - E 40
s . .u. 2 30
5 5 5%
£ 20 ‘ R E 10
0 " - 0o 4 7 9 12 14 16 24
0o 4 7

9 12 14 16 24
Zaman (saat) Zaman (saat)

Sekil 4.54 Tasiyicili+vakumsuz+silikasiz (a), Tasiyicilitvakumsuz+silikali (b)’ye ait +27°C 9.ay
biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.55 Tasiyicili+vakumsuz+silikasiz (a), Tastyicilitvakumsuz+silikali (b),
Tastyicisiztvakumsuz + silikasiz (c), Tasiyicisiztvakumsuz+silikali (d) *ye ait +4°C 9.ay
biyopargalama etkinligi

Sekil 4.54’te ve 4.55’te goriildiigli gibi vakumsuz olarak saklanan gruplarda
+4°C’de ve +27°C’de tasiyicili gruplar tasiyici igermeyen gruplara gore daha iyi sonug
vermistir. +4°C’de tasiyicili+vakumsuz+silikasiz ve tasiyicili+vakumsuz+silikali tirlin

iceriginde 7-9 saat igerisinde tiim kimyasallar tiikenmistir. +27°C’de tasiyicili
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gruplarda 6.ay sonuglarinda 4-CBA ve TFA giderim siireleri uzamis, p-TOL ise 24 saat
sonunda tiikkenmemisti. 9. ay sonuglarina bakildiginda bu gruplarda p-TOL ve TFA 24

saat sonunda tiikenmemistir.
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Sekil 4.56 Yonca (a), yonca+silika (b), yonca+skim milk (c¢) ve yonca+PVA (d)’ya ait +4°C 18.ay

biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.57 Yonca (a), yonca+silika (b), yonca+skim milk (¢) ve yonca+PVA (d)’ya ait +27°C

18.ay biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.56 ve 4.57°de gorildiigii gibi +4°C’de saklanan yonca, yonca+silika,
yonca+skim milk igeren viallerde 4-CBA, TFA ve p-TOL 4-7 saat igerisinde;
yonca+PVA igeren vialde 4-CBA, TFA ve p-TOL 7-9 saat igerisinde tamamen
tilkenmistir. Yonca, yonca+silika, yonca+skim milk igerikleri i¢in p-TOL kimyasali
biyoparcalama siiresi uzamistir. YoncatPVA i¢in 9.12. Ve 15.ay’larda tiim

kimyasallarin bittigi 4-7 saat olan siire, uzamistir.

+27°C’de saklanan yonca igeren vialde 4-CBA 4-7 saat igerisinde, TFA ve p-
TOL ise 14-16 saat igerisinde; yonca-tsilika i¢eren vialde 4-CBA 4-7 saat, p-TOL 7-9
saat, TFA 12-14 saat igerisinde; yonca+skim milk i¢eren vialde 4-CBA 4-7 saat, p-
TOL 14-16 saat, ve TFA 16-24 saat icerisinde; yonca+PVA igeren vialde 4-CBA 4-7
saat igerisinde tamamen tiikenmistir. Yonca+PVA igeren vialde TFA ve p-TOL 24 saat
sonunda tilkenmemistir. +27°C 9.,12. ve 15. ay sonuglarma gore p-TOL kimyasali

biyopargalama siiresi uzamistir.

18. ay +4°C’de yoncanin tagiyict oldugu en iyi gruptan baslayarak biyoparcalama
etkinliklerine bakildiginda, siralama; yonca, yoncatsilika, yonca+skim milk ve
yonca+PVA olmustur. ilk aylardan 18.ay’a kadar siralama ayni olmustur. +27°C’de en
iyi gruptan baslanildiginda biyoparcalama etkinligi sirasiyla; yonca+silika, yonca,

yonca-+skim milk ve yonca+PVA olmustur, 9.,12. ve 15.ay sonuglariyla benzerdir.

Tastyict olarak yonca olan iirlin igeriginde, birlikte kullanildiginda en etkili

biyopar¢alama sonucu elde edilen koruyucu, silika olmustur.
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Sekil 4.58 Aycicegi (a), Aygicegit+silika (b), Aycigegi+skim milk (c) ve Aygicegi+PVA (d)’ya
ait +4°C 18.ay biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.59 Aycicegi (a), Aygicegi+silika (b), Aygicegi+skim milk (¢) ve Aycigcegi+PVA (d)’ya
ait +27°C 18.ay biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.58 ve 4.59’da goriildiigii gibi +4°C’de saklanan, aygicegi+silika,
aycicegi+PVA ve aygigegi+skim milk i¢eren viallerde 4-CBA, p-TOL ve TFA 4-7 saat
icerisinde tlikenmistir. 9.,12. Ve 15.ay sonuglarima bakildiginda aygigegi+silika,
ayc¢icegi+tPVA viallerinde 4-CBA, p-TOL kimyasallarinin biyoparcalanma siireleri

uzamistir.

+27°C’de saklanan aycicegi, aygcicegitsilika aygicegi+skim milk ve
aycicegi+PVA igeren viallerde 9.,12. Ve 15.ay sonuglarina bakildiginda 7-9 saat
icerisinde tamamen tiikkenen 4-CBA kimyasali 12-14 ve 24 saat’lere varan siirelerde

tilkenmistir. TFA ve p-TOL ise tamamen tilkenmemis olup 24 saat sonunda kalmistir.

18. ay +4°C’de aygiceginin tasiyict oldugu en iyi gruptan baglayarak
biyoparcalama etkinliklerine bakildiginda, siralama; aygigegi+skim  milk,
aycicegitsilika, aygicegi+tPVA ve aygicegi olmustur. 9.,12. ve 15. ay ile sonuglar
benzerdir. +27°C’de 9.ay ve sonrasinda p-TOL ve TFA kimyasallarinin 24 saaatte

tilkenmedigi goriilmiistiir.

Tastyic1 olarak aycicegi olan iirlin igeriginde, birlikte kullanildiginda en etkili

biyopargalama sonucu elde edilen koruyucu, skim milk olmustur.
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Sekil 4.60 Soya (a), Soya+silika (b), Soya+skim milk (¢) ve Soya+PVA (d)’ya ait +4°C 18.ay
biyoparcalama etkinligi
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Sekil 4.61 Soya (a), Soya+silika (b), Soya+skim milk (c) ve Soya+PVA (d)’ya ait +27°C 18.ay
biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.60 ve 4.61’de goruldigii gibi +4°C’de saklanan soya ve soya+silika
iceren viallerde 4-CBA, p-TOL ve TFA 4-7 saat icerisinde tamamen tiikenmistir. Soya
ve soyatsilika iceriklerinin 9.,12. ve 15. ay sonuglari ile kiyaslandiginda 4-CBA ve p-
TOL kimyasallar1 biyopargalama siireleri bu ay uzamistir. Soya+PVA igeren vialde 4-
CBA ve p-TOL 4-7 saat, TFA 7-9 saat igerisinde; soya+skim milk i¢eren vialde 4-
CBA, p-TOL ve TFA 9-14 saat igerisinde tamamen tiikenmistir.

+27°C’de saklanan soya, soyatsilika soya+skim milk ve soya+PVA igeren
viallerde 4-CBA 9-12 saat igerisinde tamamen tiikenmistir. 9.ay ve sonrasindaki
sonuclara gore 4-CBA kimyasalinin par¢alanma siiresi uzamistir. Tiim gruplarda TFA
ve p-TOL ise tamamen tiikkenmemis olup 24 saat sonunda tiikenmeden kalmistir. Bu
durum, 9.ay’dan itibaren degismemistir. +27°C 9. ay ve sonraki aylarin sonuglarina
gore p-TOL kimyasali biyoparcalama siiresi soya skim milk ve soya silika igeren vial

iceriklerinde, TFA kimyasali biyopar¢alama siiresi ise tiim vial igeriklerinde uzamistir.

18. ay +4°C’de soyanin tastyici oldugu en iyi gruptan baslayarak biyoparcalama
etkinliklerine bakildiginda, siralama; soya, soya+silika, soya+PVA ve soya+skim milk
olmustur. +4°C’deki bu sonu¢ tiim aylarda siireklilik saglamistir. +27°C’deki

biyoparcalama etkinliklerine bakildiginda en 1yi grup soya olmustur.

Tasiyict olarak soya olan iriin igeriginde, birlikte kullanildiginda en etkili

biyoparcalama sonucu elde edilen koruyucu, silika olmustur.
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Sekil 4.62 Organizma (a), Organizma+silika (b)’ye ait +4°C 18.ay biyopargalama etkinligi

Sekil 4.62°de goriildiigii gibi +4°C’de saklanan viallerden sadece organizma {iriin
iceriginde 14-24 saat, organizma+silika {iriin igeriginde 14-24 saat igerisinde tim

kimyasallar tikenmistir.
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Sekil 4.63 Tasiyicili+tvakumsuz+silikasiz (a), Tasiyicilitvakumsuz+tsilikalt (b)’ye ait +27°C
18.ay biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.64 Tastyicilitvakumsuz+silikasiz (a), Tastyicili+vakumsuz+silikali (b),
Tastyicisiz+vakumsuz + silikali (¢)’ye ait +4°C 18.ay biyoparcalama etkinligi

Sekil 4.63°te ve 4.64’te goriildiigli gibi vakumsuz olarak saklanan gruplarda
+4°C’de ve +27°C’de tastyicili gruplar tasiyici igermeyen gruplara gore daha iyi sonug
vermistir. +4°C’de tasiyicili+vakumsuz+silikasiz ve tasiyicili+vakumsuz+silikali iiriin
iceriginde 7-9 saat igerisinde tiim kimyasallar tiikenmistir. +27°C’de tasiyicili
gruplarda 6.ay sonuglarinda 4-CBA ve TFA giderim siireleri uzamis, p-TOL ise 24 saat
sonunda tiikenmemisti. 9.,12.,15. Ve 18. ay sonuglarina bakildiginda bu gruplarda p-
TOL ve TFA 24 saat sonunda tiikenmemistir.

Tez calismasinda +4°C’deki biyoparcalama sonuglarina baktigimizda ve
tastyicilarin her birini kendi i¢lerinde ki iiriin icerikleriyle kiyaslandigimizda tasiyici
olarak ‘‘yonca’’, ‘‘aygigegi+skimmilk’’ ve ‘‘soya’’ biyoparg¢alama oranlarinda 4-7 saat
ile en iyi sonuglart vermistir. +27°C’deki biyopargalama etkinliklerine bakildiginda en
Iyi grup ‘‘yoncatsilika’” olmustur. +27°C saklama kosullarindaki iiriinlerin yonca,

yonca+silika ve yonca+skim milk harici diger tastyicili gruplarin degredasyonlari 24



176

saat sonunda tamamen tiikenmemistir. En etkili biyoparcalama sonucu elde edilen
koruyucu olarak ‘‘silika’’ yonca ve soya gruplarinda, ‘‘skim milk’’ ise aygigegi

grubunda gozlemlenmistir.

Tasiyici+organizma igeren koruyucu igermeyen gruplardan aygicegi
biyoparcalama etkinligi en fazla diisen grup olmustur. Tim gruplar geneline
bakildiginda etkinligi en iyi olan koruyucu silikadir. +4°C ve +27°C saklama
kosullarinda 18 ay sonunda, +4°C saklanan viallerde bulunan {iriin gruplar1 +27°C’ye

gore daha iyi sonuglar vermistir.

Tasiyict “‘yonca’’ grubunda en iyi sonug veren gruplar yonca ve yonca+silika
olmustur. Tastyic “‘aygicegi’’ grubunda en iyi sonug veren gruplar aygigegi+skim milk
ve aygicegitsilika olmustur. Tasiyici “‘soya’” grubunda en iyi sonug veren gruplar soya
ve soyatsilika olmustur. Canlilik sayim sonuglari gibi biyopar¢alama sonuglarinda da
her koruyucunun farkli tasiyicilar ile birlikteyken daha iyi is gorebildigi
gbzlemlenmistir. Tasiyic1 igermeyen sadece organizma ve koruyucu igeren vial
gruplarinda, silika avantaj saglamistir, ama 14-24 saat igerisinde tiim kimyasallar
tikenebilmistir. Tastyict gruplar ile kiyaslandiginda sadece organizma ve
organizmatsilika grubunun p-TOL ve 4-CBA giderimleri ¢ok yavaslamstir.
Vakumsuz gruplarda tasiyict olarak kullanilan yoncanin biyopargalama etkinligi
tizerine olan etkisine bakildiginda, tasiyicisiz gruba gére ¢ok iyi olmustur. Vakumsuz

grup biyoparcama etkinlik siiresi 1-2 saat uzamistir.

+27 °C saklama kosullarina sahip viallerin +4°C ‘de saklanan viallere gore daha
diigiik canli sayim1 géstermesi ve biyopargalama siiresinin uzun olmasida saklama
kosullarindan kaynakladigim géstermektedir. Izolatlarin +27°C saklama kosullarinda
biyopargalama aktivitesinin yavaglamasinin yanisira p-TOL kimyasali pargalama
etkinliginin  azalmasinin ~ goriilmesi, iriin igerisindeki p-TOL pargalayan

mikroorganizmalarin canliligin1 kaybetmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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4.7. Mikrotox Sonuclari

Izolatlar tarafindan parcalanmasi istenen hidrokarbonlarin denemelerde
kullanilan konsantrasyonlarina kars1 test mikroorganizmasinda inhibisyona sebep olan
herhangi bir durum gézlenmemesinden dolayi, belirlenen konsantrasyonlardaki secili
hidrokarbonlarin toksik etkisi saptanamamustir. Test Orneklerinin toksik 6zelliginin

bulunmadigi, kontrol amacl kullanilan NaN3 verileri ile dogrulanmaistir.

Sekil 4.65 ve Sekil 4.66’da her bir kimyasal grubu (PAH, PTA) i¢in hem
pargalanma oncesi (kor) hem de parcalanma sonrasi toksisite analizleri yapilmistir.
EC50 kriterine gore sonuglar degerlendirildiginde verilerin hem kor hem de
parcalanma sonrasi 6rneklerde, hidrokarbonlarin toksik olarak nitelendirilebilmesi i¢in

asmasi gerekli olan EC50 esik degerini agsmadig1 saptanmustir.

Raf omrii denemeleri siiresince biyoparcalama analizleri sonrasinda tiim iiriin
gruplarinin ekotoksikolojik degerlendirilmesi yapilmistir. Secili hidrokarbonlarin
toksik olmadigi gozlemlenmistir. Sekil 4.67°de, +4°C ve +27°C 18.ay biyopargalama

aktivitesi sonucu metabolitlerin ekotoksikolojik degerlendirilme sonuglari verilmistir.

CSTR caligmasi sonrasinda, c¢alisilan 4 reaktdriin ¢ikis suyu drneginden yapilan
mikrotoks sonucu ise Sekil 4.68’de gosterilmistir. 5 ve 15 dakikalik maruziyet

sonucunda EC50 degeri agilmamastir.
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PAH-PTA (par¢alanma sonrasi)
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Sekil 4.65 Mikrotoks cihazi ile referans mikroorganizmalar iizerinde gercekletirilen toksisite

analiz sonuglari
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Sekil 4.66 Pozitif kontrol olarak sodyum azid (NaN3) analiz sonucu
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Sekil 4.67 Mikrotoks, 18.ay sonuglar
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Sekil 4.68 Tank reaktor ¢ikis 6rnekleri toksisite analiz sonucu

4.8 Etkinligi En Iyi Uriinlerin Petrokimya Endiistrisi Atk Suyu Deneme

Sonuglari

Hazirlanan iiriin gruplarindan her bir tasiyict grubu kendi igerisinde ayri

degerlendirilmis, +4°C’de 12 ay boyunca hem canliligin hem de biyoparcalanma

etkinliginin digerlerine gore en 1yi oldugu belirlenen ‘yonca’, ‘soya’ ve ‘ay¢icegi+skim

milk’ gruplar1 biyoaugmentasyon icin se¢ilmistir.
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Liyofilize bakterilerin agilandiktan sonra aritim sisteminde varliklarinin devam
edip etmediginin bilinmesi ve ayni siirecte biyopargalama aktivitelerinin

degerlendirilmesi amaglanarak ¢alismalar yapilmistir.
4.8.1 CSTR Icinde Uriinlerin Biyoparcalama Aktivitesi Sonuclar

Camur olgunlastirilmasima yaklasik 60 giin devam edilmistir. Sonrasinda
etkinligi en iyi olan iriiniin reaktér denenmesi asamasi gergeklestirilmistir. Tank
reaktor igerisinde se¢ilen triinler igin kurulan (Bkz.Tablo 3.21) deneme sonuglar1 ve
kor reaktoriiniin biyoparg¢alama etkinlikleri Sekil 4.69’dan  Sekil 4.84’e¢ kadar

gosterilmistir.

Yonca-Deneme 1

70
60

= 50

40

< 30

()]

€ 20
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= TFA
11 PTOL

e

A

)5*5'45‘5'2

2 3 4 6 8 10 12 14 16
Zaman (saat)

Sekil 4.69 Tasiyict olarak yonca igeren liyofilize {iiriiniin, toplam 110 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyoparcalama etkinligi
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Yonca-Deneme 2
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Sekil 4.70 Tasiyict olarak yonca igeren liyofilize iiriiniin, toplam 150 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyoparcalama etkinligi

Yonca-Deneme 3

a = CBA
o

= ~TFA
_|

=y nPTOL
€

Zaman (saat)

Sekil 4.71 Tasiyict olarak yonca igeren liyofilize {riiniin, toplam 300 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyopargalama etkinligi
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Yonca-Deneme 4

250
200
= s CBA
o 150
£ ~ TFA
3 100 nPTOL
E N \
50 : :
N \|
0 N NE S| ,
6

8 10 12 13 14
Zaman (saat)

Sekil 4.72 Tasiyict olarak yonca igeren liyofilize iriiniin, toplam 600 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyopargalama etkinligi
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Sekil 4.73 Tasiyict olarak yonca igeren liyofilize iriintin, toplam 1200 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyopar¢alama etkinligi

Yonca igerigine sahip iriiniin kullanildig1 reaktor denemelerinde 12. ay raf
omriine sahip Urlinlerin biyoparcalama aktivitesine bakildiginda, 1. denemede
kimyasallarin tamamen tiikkenmesi 12-14 saat igerisinde gergeklesmistir, reaktor

igerisindeki kimyasal konsantrasyonu arttik¢a kimyasallarin giderim siiresi 14-16 saat

aralifina uzamistir.
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Sekil 4.74 Tasiyict olarak soya igeren liyofilize iirliniin, toplam 110 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyopargalama etkinligi

Soya-Deneme 2
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Sekil 4.75 Tasiyict olarak soya igeren liyofilize iriniin, toplam 150 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyoparcalama etkinligi
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Soya-Deneme 3
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Sekil 4.76 Tasiyict olarak soya igeren liyofilize {iriiniin, toplam 300 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyopargalama etkinligi

Soya- Deneme 4
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Sekil 4.77 Tasiyict olarak soya igeren liyofilize irlniin, toplam 600 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyopargalama etkinligi
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Soya-Deneme 5
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Sekil 4.78 Tasiyict olarak soya igeren liyofilize {iriiniin, toplam 1200 mg/L kimyasal
konsantrasyonda CSTR’de biyoparcalama etkinligi

Soya igerigine sahip driiniin kullanildigi reaktor denemelerinde 12. ay raf
Oomriine sahip irlinlerin biyoparcalama aktivitesine bakildiginda, 1. denemede
kimyasallarin tamamen tliikenmesi 14-16 saat igerisinde ger¢eklesmistir, reaktor

icerisindeki kimyasal konsantrasyonu arttikga kimyasallarin giderim siiresi ayni

kalmistir.
Aycicegi+skim milk Deneme 1
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Sekil 4.79 Tasiyic1 olarak aygigegi+skim milk igeren liyofilize iriiniin, toplam 110 mg/L
kimyasal konsantrasyonda CSTR’de biyopargalama etkinligi
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Aycicegi+skim milk-Deneme 2
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Sekil 4.80 Tasiyic1 olarak aygigegi+skim milk igeren liyofilize iiriiniin, toplam 150 mg/L
kimyasal konsantrasyonda CSTR’de biyoparc¢alama etkinligi

Aycicegi+skim milk Deneme 3
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Sekil 4.81 Tasiyic1 olarak aygigegi+skim milk igeren liyofilize iiriiniin, toplam 300 mg/L
kimyasal konsantrasyonda CSTR’de biyopargalama etkinligi
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Aycicegi+skim milk Deneme 4
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Sekil 4.82 Tasiyic1 olarak aygigegi+skim milk igeren liyofilize iriiniin, toplam 600 mg/L
kimyasal konsantrasyonda CSTR’de biyoparcalama etkinligi

Aycicegi+skim milk Deneme 5
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Sekil 4.83 Tasiyic1 olarak aygigegi+skim milk igeren liyofilize iriiniin, toplam 1200 mg/L
kimyasal konsantrasyonda CSTR’de biyoparcalama etkinligi

Aycicegi+skim milk igerigine sahip tirtiniin kullanildig1 reaktor denemelerinde
12. ay raf Omriine sahip iirlinlerin biyoparcalama aktivitesine bakildiginda, 1.
denemede kimyasallarin tamamen tiilkenmesi 6-8 saat igerisinde ger¢eklesmistir,
reaktor igerisindeki kimyasal konsantrasyonu arttik¢a kimyasallarin giderim siiresi 14-

16 saat araligina uzamastir.

Tez g¢alismasinda CSTR igerisinde, atik suda bulunan yerel mikrobiyal yapinin

etkisi oldugunu diislindiigimiizde ilave olarak kullanilan {riinlerin igeriginde ki
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izolatlarin biyoparg¢alamaya olumsuz bir etkisi gézlenmemistir. Liyofilize kuru tirtinler,
sentetik atik su ile beslenen reaktorlerde biyopargalama aktivitesini ve canliligini
stirdirmeye devam etmistir. Baz1 gruplarda konsantrasyon artarken, pargalama siiresi
kisalmistir. Mikroorganizmalarin kimyasallara karsi giiglii bir adaptasyon saglayip
daha hizl1 bir sekilde kimyasallar1 parcaladigini sdyleyerek bu durumu agiklayabiliriz.
Real time PCR sonugclarina bakacak olursak kimyasallarin ilk arttig1 konsatrasyonlarda
izolatlarin sayisinin ¢ogunlukla arttigi goriilmektedir, bu durum biyoparcalama
stiresinin kisalmasini desteklemektedir. Yonca iiriin igerigi yiikksek konsantrasyondaki
TFA, p-TOL ve 4-CBA kimyasalin1 en 1yi sekilde parcalayan gruptur. Bu durum 12 ay
raf Omrii bulunan iirlinde bulunan izolatlarin CSTR &lgeginde biyopargalama

etkinligindeki bagarty1 bize gostermistir.

Caligsmalar siiresince liyofilize {irliniin ilave edilmedigi yerli flora ile ¢aligilan
kontrol reaktoriinde denemeler siiresince 3 kimyasalin 24 saatte dahi varligini
stirdiirmiis oldugu goriilmiistiir. (Sekil 4.84). Yerli mikroorganizmaya ilave olarak tez
calismasinda kullanilan liyofilize organizmalarin biyoparcalama siiresini azalttig

gOrilmiistir.
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Sekil 4.84 Kontrol tank reaktdriine ait biyopar¢alama etkinligi sonuglari

4.8.2 Real Time PCR Sonuglari

Biyopargalama siiresi boyunca reaktor sisteminden elde edilen toplam aktif
¢amur DNA ’lar1 kullanilarak P.putida, Chryseobacterium sp., M.luteus, C.testosteroni,
Aeoromonas sp., Acinetobacter sp., A.nicotianae, Arthrobacter sp., R.planticola,
P.fluorescens ve total bakteri primerleriyle uygun PCR kosullarinda analiz
gerceklestirilmistir. izolatlarin ve total bakterilerin molekiiler biyolojik olarak takibi

saglanmustir.
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Her bir bakteri i¢in maksimum 108 - minimum 10? kopya DNA igeren uygun
seyreltmeler hazirlanarak g-PCR’da olusturulan standart grafikler Sekil 4.85; 4.86;
4.87; 4.88; 4.89°da gosterilmistir.

Gene Name: lire et Name lere
Sape 4m Sope 340
Effency L% Eficency k1]
fmr 045 ] L%
R 1 (¥ 1m
Tontreegt k) Vet 5
['§:] 5P
n@ sz OdEp
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1209 Wi
(100} 13000
0 40 AW SN SH 6N 640 GRD TX TH A A B0 SN GE 480 S0 SH SM 6M B3GR 6M0 T 750 M BN 44
Lo Quanty Log Quaniity

Sekil 4.85 Acinetobacter sp. ve P.fluorescens izolatina ait standart egri grafikleri

Gene Name None Gene Name

None
Slope -3.3551 Slope -3.2850
Efficency 1% Efficiency 2.01
Error 0.3 Error 2.68
R™2 100 R”2 0.83
Y-intercept 4260 Y-Intercept 33.10
ng A » AR
T 3
e 24000
28.00
20.000
""" 16.000
12.000
3.00 4.00 5.0 6.00 7.00 8.00 9.00 2,00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00
Log Quantity Log Quantity

Sekil 4.86 R.planticola ve C.testosteroni ve izolatlarina ait standart egri grafikleri.
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Sekil 4.87 Chryseobacterium sp. ve M.luteus izolatlarina ait standart egri grafikleri

Gene Name None Gene Name None
Slope 3.2874 Slope 33111
Effidency 2.01 Effidency 200
Error 0.91 Error 1.01
L 0.8 R%2 0.98
Y-Intercept 33.68 Y-Intercept 4170
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Sekil 4.88 P.putida izolat: ve total bakteriye ait standart egri grafikleri
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Sekil 4.89 Aeromonas sp. ve A.nicotianae izlolatlarina ait standart egri grafikleri
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Sistemdeki izolatlar ile toplam bakterilerin takibi i¢in 4 reaktérede ayn1 miktarda
ve belirlenen oranlarda hidrokarbon eklemesi yapilmistir. Mikrobiyolojik takibin
HPLC ile biyoparcalanma durumlariyla es zamanli olabilmesi i¢in belirlenen

araliklarla 6rnek alinarak DNA izolasyonlar gergeklestirilmistir.

Her ¢alismada daha 6nce standart egri grafigi olusturulan ilgili standart DNA’dan
10° mertebesinde 6rnek konularak bilinmeyen ornekteki DNA molekiil miktarlari
hesaplanmustir. Elde edilen sonuglar gerekli kat sayilar ile ¢arpilarak DNA molekiilii/g
aktif camur olacak sekilde hesaplanmistir. Hesaplanan DNA molekiilleri logaritmik

olarak asagidaki sekillerde gosterilmistir (Sekil 4.90; 4.91; 4.92; 4.93).

Reaktorde c¢alisilan “yonca” liyofilize iirlinlin biyoparcalama oncesi ve
sonrasinda bakteriyel izolatlarin sayilar1 Sekil 4.90°da gosterilmistir. Sekilde yer alan
gosterge A,B,C reaktorden alinan farkli zamanlar1 temsil etmektedir, seklin altinda

aciklamasi yer almaktadir.
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Sekil 4.90 Liyofilize tiriin olarak yonca’nin kullanildigi reaktdérden alinan DNA 6rneklerindeki
bakteriyel izolat sayilarinin log10 tabaninda gdsterimi
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A: Reaktore liyofilize kuru karisim iiriinii eklemeden 6nce, B: Reaktore liyofilize iiriin
eklendikten sonra, C: Reaktorde kimyasalin tiikendigi an (1200 mg/L)

Sonuglar Acinetobacter, Raoutella ve Comamonasin reaktérde kimyasalin
tiikendigi an en ¢ok bulunan kuru karisim eklenmeden once ile kiyaslandiginda artis

saglamis cinsler oldugunu gostermistir.

Reaktorde caligilan “soya” liyofilize iiriiniin biyopargalama oncesi ve sonrasinda

bakteriyel izolatlarin sayilar1 Sekil 4.91°de gosterilmistir.
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Sekil 4.91 Liyofilize lirlin olarak soya’nin kullanildig1 reaktdrden alinan DNA &rneklerindeki bakteriyel

izolat sayilarinin log10 tabaninda gosterimi

A: Reaktore liyofilize kuru karigim iiriinii eklemeden 6nce, B: Reaktore liyofilize tiriin eklendikten

sonra, C: Reaktorde kimyasalin tiikendigi an (1200 mg/L)

Sonuglar Comamonas, Micrococcus ve Chryseobacterium’un reaktorde
kimyasalin tiikkendigi an en c¢ok bulunan kuru karisim eklenmeden once ile

kiyaslandiginda artig saglamis cinsler oldugunu gostermistir.
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Reaktorde calisilan ““aygigegi+skim milk™ liyofilize {iriiniin biyopar¢alama

oncesi ve sonrasinda bakteriyel izolatlarin sayilart Sekil 4.92°de gosterilmistir.

R3-Aycicegi skim milk
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Sekil 4.92 Liyofilize {iriin olarak aycigegi+skim milk’in kullanildigr reaktdrden alinan DNA

orneklerindeki bakteriyel izolat sayilarinin log10 tabaninda gosterimi

A: Reaktore liyofilize kuru karigim iriinii eklemeden 6nce, B: Reaktore liyofilize iiriin eklendikten

sonra, C: Reaktorde kimyasalin tilkendigi an (1200 mg/L)

Sonuglar Chryseobacterium, Acinetobacter ve Aeromonas’n reaktorde
kimyasalin tlikendigi an en ¢ok bulunan kuru karisim eklenmeden once ile

kiyaslandiginda artis saglamis cinsler oldugunu gdstermistir.

Kontrol reaktor, bakteriyel izolatlarin sayilar1 Sekil 4.93°te gosterilmistir.



197

R4-Kontrol
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Sekil 4.93 Kontrol reaktoriinden alinan DNA 6rneklerindeki bakteriyel izolat sayilarinin logl0

tabaninda gdsterimi

A: Reaktore liyofilize kuru karigim iriinii eklemeden 6nce, B: Reaktore liyofilize iiriin eklendikten

sonra, C: Reaktorde kimyasalin tiikendigi an (1200 mg/L)

Her ii¢ reaktdr mikrobiyal flora {iyeleri acgisindan incelendiginde; logaritmik
acidan total bakteri sayilarinda bir azalmanin olmadig1 sdylenebilir. Yonca ve soya
grubunda Comamonas testosteroni nin sirasiyla 2 log ve 1 log, aygigegi skim milk
grubunda Chryseobacterium sp.’nin 1 log artis gosterdigi goriilmiistiir. Sayica en az
goriilen bakteri sayisi A.nicotianae olmustur. Baslangi¢ sayisi diisiik oldugu igin
liyofilizasyon siirecinden zarar gordiigii diistiniilmektedir. P.Putida izolatinin her {i¢

reaktorde baslangi¢ degerlerine gore anlamli bir degisim sergilemedigi gézlenmistir.
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) TARTISMA VE SONUCLAR

Hizla artan kentlesme ve hizli sanayilesme, artik suyun kendi kendini
temizleyememesi sonucunda ¢evre kirliligine sebep olmaktadir (Venkata Mohan et al.
2008). Ksenobiyotikler olarak adlandirilan yabanci bilesikler ¢evresel sistemlere ¢ok
fazla desarj edilmektedir. Kentsel atiksularda (evsel, endiistriyel, ticari kuruluslar,
hastaneler, okullar, iiniversiteler ve sehir yagmur sular1) ksenobiyotik 6zellikte bir¢ok
organik bilesik saptanmistir. Bu bilesikler alifatik, polisiklik ve klorinlenmis aromatik
hidrokarbonlar, fenoller, fitalatlar, eterler, terpenler, fosfat esterleri, aldehidler,
steroller, asitler ve onlarin esterleri gibi farkli kategorilerde toplanirlar (Bitton 2005).
Cogu rekalsitrant hidrokarbonlar toksik ve kanserojendir, besin zincirine girebilir ve
biyolojik dokularda birikebilirler (Perelo 2010). Giinliik hayatta kullanilan birgok
iirlinlin petrokimya endiistrisi {iriinleri oldugu disiiniiliirse saglik agisindan tehdit

altinda olundugu yadsinamaz bir gercektir.

Endiistriyel atik sular, normal evsel atik sular ile karsilastirildiginda goreceli
olarak daha yiiksek konsantrasyonlarda rekalsitrant bilesikleri i¢ermektedir.
Mikroorganizmalarin biyojeokimyasal dongiilerde roller iistlenerek, tiim dogal organik
bilesikleri parcgalayabildikleri diisiiniilmektedir. Dogal ya da antropojenik olarak
tiretilen substratlar1 cogunlukla H>O, CO- ya da CH4’e doniistiiriirler (Bitton 2005).

Hidrokarbonlar, c¢evre kirliliginden sorumlu ana kirleticilerden kabul
edilmektedirler. Aerobik degredasyon, bir¢ok ksenebiotik hidrokarbonu ortadan
kaldirmak i¢in yaygin olarak kullanilan uygun maliyetli bir siirectir. Biyodegredasyon,
bioaugmentasyon ve biyostimiilasyon ile gergeklesen bir prosestir. Bioaugmentasyon,
zenginlestirilmis bir mikrobiyal konsorsiyumun kontamine sahaya inokiilasyonu,
biyostimiilasyon ise topraktaki besin maddelerinin inokiile edilmesiyle yerli
mikroorganizmalarin uyarilmasi islemidir. Bununla birlikte, her teknigin etkinligi,
kontamine bolgenin fiziko — kimyasal 6zelliklerine, kontaminasyon siiresine ve yerli
mikrobiyal popiilasyona baglidir. Bento ve arkadaslar1 (Bento et al. 2005), dizel yag
ile kirlenmis toprakta bioaugmentasyon, biyostimiilasyon ve dogal ateniiasyon ili ilgili
karsilastirmali bir ¢alisma yiiriitmislerdir. En yiiksek degredasyon oraninin (%75)

bioaugmentasyon ile oldugunu ve bunu dogal ateniiasyonun takip ettigini
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gostermislerdir. Karsilagtirmali bir ¢alismada, tortu numuneleri yapay olarak {i¢ farkl
yogunlukta ham petrol (3, 30 ve 60 g /kg toprak) ile kontamine edilmistir. Sirasiyla 39,
30g ve 60 g ham petroliin ortama biyodegredasyonu; bioaugmentasyon i¢in %73.89,
%73.76 ve %58.31, biyostimiilasyon igin %52.11, %58.36 ve %43.02 olmustur.
(Mohajeri et al. 2017). Bununla birlikte, petrol hidrokarbonlarmnin karmasik
kompozisyonlar1 nedeniyle higbir mikroorganizma tiim fraksiyonlari tek basina etkili
bir sekilde degrede edemez. Bu nedenle biougmentasyon islemleri; aritma islemi
sirasinda kendilerine uygulanan sicaklik, pH, ¢6ziinmiis oksijen, besin bulunabilirligi,
toksisite ve mikrobiyal basing gibi etkenleri igeren ¢evresel kosullar altinda
dayanikliligin1  siirdiiren, karistk  mikroorganizma  kiiltiirleri  kullanilarak

gerceklestirilen bir aritma siirecidir (Diallo et al. 2020).

Bu ¢alismada, petrokimya endiistrisi atik sularindan elde edilen bakterilerin bir
konsorsiyum olusturarak, karisik kiiltiir seklinde olusturulacak toz iiriin iceriginde
kullanilmasi amaglanmistir. 16 aerobik bakteri susu molekiiler yontemlerle karakterize
edilmistir. Filogenetik analizler, izolatlarin Pseudomonas, Comamonas, Acinetobacter,
Chryseobacterium, Arthrobacter, Raoultella, Micrococcus ve Aeromonas cinslerine ait
oldugunu gostermistir. Bu mikroorganizmalar petrokimyasal atik sulardan en ¢ok izole
edilen mikroorganizmalar arasindadir. Hidrokarbon degredasyonlarinda etkili
olduklar1 ve ortamda her yere dagildiklar1 daha 6nce ki ¢alismalarda bildirilmistir
(Wentzel et al. 2007;Chebbi et al. 2017). Acinetobacter spp. M-1 susu C13 ile C14
arasindaki alkanlari tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanir (Sakai et al. 1994). Bir
diger caligmada, agir metal toleransli ve hidrokarbon parcalayic1 16 bakteri izole ve
karakterize edimistir. Bunlardan 12 sus, Acinetobacter cinsine aittir (Méndez et al.
2017). Pseudomonas suslari, aromatik hidrokarbonlarin (monoaromatik ve
poliaromatik) degrede edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Singh and Tiwary
2017). Koshlaf ve arkadaslari (Koshlaf et al. 2019), PAH ile kontamine olan
topraklardaki  mikrobiyal populasyonun biyostimiilasyon iizerindeki etkisini
degerlendirdi. Sonuglar, Pseudomonas cinsinin diger bakteri topluluklarina kiyasla
artan bollukla en biiyiik degisikligi gosteren cins oldugunu gosterdi. Pseudomonas spp.
MTS-1 susu’nun, diger izole mikroorganizmalara gore yliksek molekiil agirlikli PAH’

larda daha yiiksek pargalama oraninin oldugu ve asidik, alkali ortamlara kars1 yiiksek
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tolerans gosterdigi kaydedilmistir (Kuppusamy et al. 2016;Kuppusamy et al. 2017).
Tez caligmasinda kullanilan kimyasallarin biyolojik olarak parcalanmasini bakteri
konsorsiyumu agisindan degerlendirdigimizde: Pseudomonas sp., Chryseobacterium
sp., Arthrobacter nicotinae ve R1 kod’lu Pseudomonas putida’nin TFA’da; PT4 ve T5
kod’lu Pseudomonas alkylphenolia ve PT7 kod’lu Pseudomonas putida’nin p-TOL’de;
Comamonas testosteroni, C6 kod’lu Pseudomonas putida ve Chryseobacterium
indolegenes 4-CBA’da; Pseudomonas fluorescens ANT’de; Arthrobacter
protophormiae, Acinetobacter sp. ve Micrococcus luteus FLO’de; Raoultella
planticola ve Aeromonas hydrophila PYR’de daha yiiksek parcalama oranlarina sahip

oldugunu soylebiliriz.

KOI degeri ¢ok yiiksek olan bir petrokimya PTA fabrikasmnin saflastirilmis
tereftalik asit liretimi prosesinde biiylik miktarlarda atik su tretilir. 1 ton TFA tiretimi
sirasinda, 520 g/L'lik ¢ok yiiksek KOI degerine sahip yaklasik 3—-4 m? atik su
iiretildigi tahmin edilmektedir. PTA atik su iiretiminin farkli boliimleri fircalama,
temizleme ve yikama, katalitik geri kazanim ve asitli suyu damitmaktir. Diger
boliimlere gore en biiyiilk miktarda atik su firgalama boliimiinde olusmaktadir (Garg
and Prasad 2017). Uretim siirecinde PTA atik suyunun sicakligi 45°C civarinda
kalmakta ve bazen 90°C'nin lizerine ¢ikabilmektedir (Li et al. 2014).

Tereftalik asit (TFA), benzoik asit (BA) ve p-toulik asit (p-TOL), saflagtirilmis
tereftalik asit tiretimi sirasinda olusan atik suyun baslica aromatik bilesikleridir.
Konsantrasyon sirasina gore bunlar TFA> BA> p-TOL'diir (Garg and Prasad 2017).
Diger bilesikler, yani ftalik asit (FA), 1,2-benzen dikarboksilik asit, etilbenzen, p-toluil
alkol, benzaldehit, p-asetoksi, izofatalik asit, trimellitik (1,2,4-benzen-tri-karboksilik
asit), p-metil benzen asetat, asetofenon, metil asetat, kobalt asetat, manganez asetat,
hidro-bromiir ve o-toluik asit (2-metil benzoik asit) ¢cok diisiik bir konsantrasyonda
bulunur (Zhang et al. 2010;Garg and Prasad 2016).

Ftalatlar olarak da adlandirilan ftalat esterler, plastik polimerlerin esnekligini,
uzayabilirligini ve islenebilirligini plastiklestirici olarak davranarak artirmak (Graham
1973) veya parfiim sabitleyiciler, yaglayicilar, yapistiricilar, hava styirma ve emniyet

cami yapmaya yardimci olmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Aftring et al.
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1981). Yap1 malzemeleri, giyim, kozmetik, tibbi cihazlar, takma disler, gocuk
oyuncaklari, temizlik malzemeleri ve bocek ilaglari dahil olmak iizere pek ¢ok tiiketici
iriinii, bu kimyasallar ailesinin belirli iiyelerini igerir (Schettler 2006). Yaygin
kullanimlar1 nedeniyle, ftalatlar ¢evrede en fazla bulunan endiistriyel kirleticilerden
biri haline gelmistir. Ftalatlar, {iretim ve isletme sirasinda endiistriyel atik su yoluyla
cevreye girebilir (Latini 2005). Ftalat i¢eren tiiketici iriinleri, dogrudan temas ve
kullanim yoluyla, dolayli olarak diger iiriinlere sizma yoluyla veya genel ¢evre kirliligi
yoluyla insan maruziyetine neden olabilir (Schettler 2006). Ftalatlar, hayvanlarda
erkek, disi ve yavrularin {reme sistemlerini olumsuz etkiler, hipospadias,
kriptorsidizm, azalmis testosteron iiretimi, azalan sperm sayist ve sperm DNA hasari
gibi sorunlara neden olabilir (Lovekamp-Swan and Davis 2003;Lottrup et al. 2006).
Uteronun ftalat maruziyetinin daha kisa gebelik siiresi ile iliskili oldugu belgelenmistir
(Latini et al. 2006).

Dogal ekosistemlerde, kanalizasyonda ve laboratuvar Kkiiltiirlerinde ftalat
esterlerinin biyodegradasyonu c¢ok sayida rapor edilmistir ve bakteriler, ftalat
biyodegradasyonda ana unsurlar olarak kabul edilmektedir (Keyser et al. 1976). Pek
cok mikroorganizma, ftalati aerobik olarak bozma yetenekleri nedeniyle cesitli
kaynaklardan izole edilmistir (Chang and Zylstra 1998). Genellikle ftalat par¢alayan
bakteriler, Gram negatif bakteriler Burkholderia (Chang and Zylstra 1998),
Comamonas (Schlifli et al. 1994), Delftia (Shigematsu et al. 2003), Pseudomonas
(Nomura et al. 1992), ve Gram pozitif bakteriler Arthrobacter (Eaton 2001),
Terrabacter (Habe et al. 2003), Mycobacterium (Stingley et al. 2004). Ornegin, Wang
ve ark. New Jersey'deki Passaic Nehri ¢okeltilerinden dokuz adet ftalat parcalayan
bakteri susu izole etmislerdir. Bunlarin Acinetobacter, Comamonas, Pseudomonas ve
Arthrobacter cinslerine ait olduklar1 gozlemlenmistir. Ayni yerden izole edilmis olsalar
bile, biiylime i¢in tek karbon ve enerji kaynagi olarak ftalat, izoftalat ve/veya tereftalati

kullanma konusunda farkli yeteneklere sahip olduklar1 goriilmiistiir (Wang et al. 1995).

Izoftalat ve tereftalat bozunmasindan sorumlu genler, Comamonas testosteroni
YZW-D'den klonlanmis ve sekanslanmstir (Wang et al. 1995). izoftalat degradatif gen
kiimesi (iphA2CBAIR), bir dioksijenaz oksijenaz, tasima proteini, dehidrojenaz,

dioksijenaz rediiktaz ve bir diizenleyici protein igin genleri kodlar. Izoftalat dioksijenaz
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oksijenaz ve dioksijenaz rediiktaz izoftalati, cis-izoftalat dihidrodiol’e daha sonra da
cis-izoftalat dehidrodiol dehidrojenaz ile protokatekiiata doniistiiriir (Wang et al. 1995).
Ilging bir sekilde, C. testosteroni YZW-D'deki tereftalat gen operonunun
(tphRCA2A3BA1), iph genlerine komsu oldugu bulunmustur. YZW-D'deki tereftalat
degradatif gen operonu, diizenleyici bir protein, tasiyici proteini, dioksijenaz oksijenaz
biiyiik alt birimi, dioksijenaz oksijenaz kii¢iik alt birimi, dehidrojenaz ve rediiktaz i¢in

genleri kodlar (Wang et al. 1995).

4-metil benzoate olarak da bilinen para-Toluik asit (p-TOL), PTA firetimi
sirasinda yaygin olarak tretilir. Atik sudaki p-TOL miktari, PTA dretiminden sonra
iiretilen toplam KOI’nin yaklasik %30’ udur (Noyola et al. 2000). Ayrica p-TOL,
antikorozif katki maddeleri, renklendiriciler, boya maddeleri, boya ham maddeleri
olarak kullanilmaktadir (Maki and Takeda 2000). Bununla birlikte p-TOL, tehlikeli ve
toksik yapisi nedeniyle insanlar i¢in ¢ok zararlidir. USEPA tarafindan tehlikeli atik
madde olarak kabul edilir ve oncelikli kirleticiler listesinde kategorize edilmistir
(Shirota et al. 2008). p-TOL’iin toksik ve kanserojenik etkileri goz oniine alindiginda,
kirli alanlardan giivenli bir sekilde uzaklastirilmasini saglamak i¢in ¢evre dostu, uygun
maliyetli ve verimli tekniklerin olusturulmasi gerekmektedir. Mikrobiyal degredasyon,
hidrokarbonlarin kirlenmis ekosistemlerden uzaklastirilmasi igin 6nemli bir yaklagimi
temsil eder. Bu baglamda biyoremediasyon, p-TOL un uzaklastirilmasi i¢in 6nerilen
bir yontem olarak kabul edilmistir. Onceki calismalar, bakteriyel kiiltiir ortaminin
optimizasyonunun biyodegredasyon siirecini gii¢lendirdigini gostermistir (Fan et al.
2004). Kiiltir ortaminda ki farkli karbon ve nitrojen kaynaklarmm varligi
biyodegredasyon siirecinde 6nemli bir rol oynar (Varjani and Upasani 2016;Varjani
and Upasani 2019).

Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobacter, = Comamonas,
Mycobacterium, Rhodococcus p-TOL bozucu olarak rapor edilen bakteri suslaridir
(Phale et al. 2007). Bu mikroorganizmalar, aromatik bilesikleri Rieske non-hem demir
dioksijenaz da denilen halka hidroksile edici dioksijenaz (RHDs) enzimleriyle aerobik
olarak degrede ederler. RHD’ler an/Bn olmak iizere iki alt birimden olusurlar ve Rieske-

tip Fe2S2> merkezi igerirler. Aromatik bilesiklerin ilk oksidasyonunun aktif bolgesinde
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mononiiklear demir yer alir (Verma et al. 2019). Toluat 1,2-dioksijenaz (TADO) ve
benzoate dioksijenaz (BADO), farkli tiirde benzoatlarin 1,2- dihidroksilasyonunu
katalize eden toluat dioksijenazlardir. TADO, BADO’ ya kiyasla daha genis bir
benzoat yelpazesini doniistiiriir. TADO ve BADO’nun o/ alt birimlri sirasiyla XyIXY
ve benAB genleri tarafindan kodlanir (Ge et al. 2002; Ge and Eltis 2003).

Ancak Junker ve arkadaslar1 (Junker et al. 1997), iki Comamonas susu (PSB-4
and T-2) tarafindan p-TOL’lin degredasyonuna aracilik edilen baska bir yol tarif ettiler.
Bu suslar, sirastyla tsaMBCD genleri tarafindan kodlanan bir monooksijenaz (TsaMB)
ve iki dehidrojenaz enzimi (TsaC ve TsaD) aracilifiyla iic asamali bir iglemle p-TOL’
tereftalik aside indirger (Junker et al. 1997). Cesitli ¢alismalar, aromatik
hidrokarbonlarin ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan degredasyonundan sorumlu olan
farkli enzimleri ve farkli yollar1 ele almistir. Bunlar, Alcaligenes eutrophus B9’dan
Benzoat-1,2- dioksijenaz, Pseudomonas putida mt-2’den toluat-12-dioksijenaz,
Pseudomonas sp. sus NCIB 9816’dan naftalen 1,2-dioksijenaz, Acinetobacter sp. sus
ADP1’den antranilat 1,2-dioksijenazdir (Verma et al. 2019). Bir¢ok ¢alisma, aromatik
hidrokarbonlarin  degredasyonunda hidrokarbonlarin RHD  genlerinin etkisini
bildirmistir ( Zhao et al. 2015). Schlafli ve arkadaslar1 (1994), C. testosteroni T-2’nin
TPADO enzimleri araciligiyla tereftalati 1,2-dihidroksi-3,5-siklohekzadien 1,4-
dikarboksilik aside indirgeme kabiliyetini bildirmistir.

PAH’lar, ham petrol bilesenleri arasinda en dnemli ikinci hidrokarbon ailesidir.
Ek olarak, olduk¢a toksik ve kanserojen bilesiklerdir. Bu nedenle, PAH’larin
mikroorganizmalar tarafindan biyolojik olarak pargalanmalar1 genis capta
arastirilmistir (Abdel-Shafy and Mansour 2016). Bakteriler, poliaromatik hidrokarbon
halkas1 hidroksile edici dioksijenaz genleri (PAH-RHD) tarafindan kodlanan halka
hidroksile edici dioksijenaz enzimlerini kullanarak PAH’lar1 aerobik olarak pargalar
(Song et al. 2015). PAH-RHD genleri, farkli bakteri taksonlar1 arasinda genis bir
sekilde dagilmistir. Bununla birlikte, Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin
enzimatik dioksijenaz sistemleri, filogenetik olarak uzak genler tarafindan kodlanir

(Cébron et al. 2008). Daha 6nce PCR kullanilarak tanimlanan bazit PAH-RHD genleri
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arasinda nahAc, phnAc, nagAc, ndoB, bphAc, narA and nidA bulunur (Chikere and
Fenibo 2018).

ABD Cevre Koruma Ajansi, biyoremediasyon ajanlarini ‘‘desarjin etkilerini
hafifletmek i¢in biyodegredasyon oranini onemli 6lgiide arttiran mikrobiyolojik
kiiltiirler, enzim katki maddeleri veya besin katki maddeleri’’ olarak tanilamistir
(Nichols 2001). Biyoremediasyon ajanlar1 ayrica, petrol sizintis1 biyoremediasyonuna
yonelik iki ana yaklasima dayali olarak biyoaugmentasyon ajanlar1 ve biyostimiilasyon
ajanlar1 olarak siiflandirilir. 1990’larin baglarinda ¢ok sayida biyoremediasyon iiriinii
onerilmis ve tanitilmistir (Hoff 1993). O zamandan beri biyoremediasyon ajanlart
ireten sirketler artmistir, USEPA veri tabaninda listelenen 42’den fazla sirket

mevcuttur (U.S.EPA 2002).

Biyoaritim sektorii iilkemizde son yillarda oldukc¢a hizli bir sekilde gelisme
gosteren ve gelismeye devam eden bir sektordiir. Pazar, hem miisteri potansiyeli hem
de iiriin varyasyonu olarak siirekli kendini yenileyerek yiiksek bir potansiyele ve biiyiik
hedeflere sahip oldugunu kanitlamistir. Bu caligsmada, stabilize bakteri kiiltiirlerinin

gelistirilmesi ve lilkemizde tiretilebilir hale getirilmesi baslica hedef olmustur.

Tiirkiye, su ve atiksu alaninda biiyiik pazarlardan biridir. Tirkiye’nin ¢evresel
yatirimlarinin 2024 yilina kadar 70.5 milyar avroyu agsmasi (Kiiresel Etki Danismanligt
(Global Impact Consulting - GIC), 2018), bunun %58’inin atik su rehabilitasyon
projeleri i¢in harcanacagi ongdriilmektedir (Tiirkiye i¢in AB Entegre Cevre Yaklasim
Stratejisi, Cevre ve Orman Bakanlig1, Tiirkiye, 2020). Bunun baslica nedeni, kullanilan
suyun %20’sinin kritik sinir1 agan biyolojik, kimyasal ve fiziksel kirlilik igermesidir.
70.5 milyar avroluk yatirima, 6zel sektoriin 18 milyar Euro katkida bulunmasi ve
yatirrmin geri kalan kisminin ise hiikiimet tarafindan karsilanmasi bekleniyor (Solak
2015). Uriinler ve hizmetler de dahil olmak {izere Tiirkiye’deki genel cevre
teknolojileri pazar1 2016 yilinda 7.3 milyar ABD dolar degerindedir.

Pazara hakimiyetini yiiksek oranda kabul ettirmis Japon Sanko Sangyo Co. Ltd.
firmasinin lilkemiz temsilcisi olan Ankara merkezli EGEM Dogal ve Biyoteknoloji

Tarim tirtinleri tiretim pazarlama Tic. Ltd. Sti. , aldig temsilcilik ve haklarla SAION-
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EM (Etkin mikroorganizmalar) teknolojisinin mikroorganizma kiiltiirlerini ithal edip,
Ankara’da ¢ogaltimini gergeklestirerek Tiirkiye pazarina sunmaktadir. Bu firmayi yine
Japon EMRO (EM Research Organization, Inc) firmasimin Tirkiye {reticisi ve
distribiitorii olan EM Agriton Dogal Uriinler Mikroorganizma Uretim Pazarlama ve
Tic. Ltd. Sti. firmasi takip etmektedir. Bunlarin arkasindan yerli tireticiler geliyor ancak
yerli tireticilerin {iriin gesitliligi ve tiriin igerigindeki mikroorganizma sayilar1 daha az
olup, mikroorganizmalarin igleme hizlar1 konusunda yavas olabilecegi kullanicilar
tarafindan distiniilmektedir. Bu {ireticilere BioOrient, NG Biyoteknoloji, Microlife,
Ozra Organik, Aquamatch &rnek verilebilir. Ayrica Fransiz Greentech biyoteknoloji
firmas1 icerisinde kurulan Biovitis sirketinin, isletmeye 6zel {iriin tiretimi Tirkiye’de

Phonus firmasi ile devam etmektedir.

Ulkemizdeki biyoremediasyon ajanlarmna olan ihtiyaca gére, petrokimya
endiistrisi atik sularinda TFA, 4-CBA ve p-TOL gibi petrol hidrokarbonlarint verimli
sekilde pargalayabilen bakteri suslarinin izole edilmesi amaglanmigtir. Bakteri koruma
yontemleri ¢evre dostu iiriinler kullanilarak uygulanmistir. Tez ¢aligmasi sonucunda
uygun tastyici ve koruyucu ajanlar ile liyofilize edilen bakteriler, biyolojik bozundurma
aktivitesi ve canliligii kaybetmeden +4 °C ve +27 °C’de 18 ay muhafaza
edilebilmektedir.

Stok kiiltiirlerin saklanmas1 ve korunmasi i¢in diinya genelinde liyofilizasyon
teknigi kullanilmaktadir. Liyofilizasyon tekniginin uygulanma oncesi ve sonrasi
liyofilizasyon teknigi, liyofilizasyon kosullari, bakteri tiirii, koruyucu seg¢imi,
liyofilizasyon sonrasi saklama kosullar1 ve rehidrasyon sivisi gibi karar verilmesi

gereken birgok faktor s6z konusudur.

18 ay’a kadar raf omrii calisilacak izolatlarin freeze-drying yontemi ile
liyofilizasyonunun gerceklestirilmesine 6n denemeler sonucunda karar verilmistir.
Sicakligin kademeli olarak (Palmfeldt et al. 2003). -40°C’den +20°C’ye yiikseltildigi,
liyofilizasyon kosullarinda uygulanacak en uygun kosullar birincil ve ikincil kurutma
olacak sekilde optimize edilerek yaklasik 48 saatlik bir dongiisel ¢evrim ile
liyofilizasyon asamasi tamamlanmistir. Liyofilizasyondaki basariya etki edecegini

sOyleyebilecegimiz bir faktdrde her bir bakteriye gore optimum biiylime evresinin
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farklilik  gostermesidir. Lactobacillus rhamnosus ile yapilan liyofilizasyon
caligmasinda stasyoner fazda liyofilize edildiginde canliligin %31-50 arasinda oldugu,
erken log fazinda canliligin %14’e distiigii goriilmiistiir. Lag faz1 secildiginde ise
sadece %2’si canli kalmistir (TrSi¢-Milanovi¢ et al. 2001). Bu ¢alismada, kuru karisim
iceriginde bulunan 16 izolatin biiylimede en etkin oldugu logaritmik faz1 belirlenmis,

log faz1 sonu secilerek liyofilizasyona ge¢ilmistir.

Mikrobiyal formiilasyonun kabul edilebilir olmasi i¢in ortama dagilimin kolay,
tiretiminin ucuz ve raf 6mriiniin uzun olmasi gerekir (Melin et al. 2007). Siv1 formiile
edilmis bir irin kuru toz formulasyonla karsilastirildiginda paketleme, nakliye ve
depolama agisindan avantajlidir. Mikroorganizmalarin kurutulmasi, dondurarak
kurutma, akigkan yatakli kurutma, vakumlu kurutma ve piskiirtmeli kurutma gibi
cesitli yontemlerle gerceklestirilebilir. Dondurarak kurutma bakteri, mayalar1 ve
mantarlar1 sporlastirmanin en uygun ve basarili yontemdir (Larena et al. 2003).
Dondurarak kurutmanin; biyo-kontrol ajanlarin depolanmasi sirasinda kontaminasyon
ve istilaya kars1 koruma, uzun siire canli kalma kabiliyeti, sus dagiliminin kolaylig1 ve
suda rehidrasyon ile kolayca yeniden olusturulabilme gibi avantajlar1 vardir (Tang and
Pikal 2004). lyi bir dondurarak kurutmada koruyucu ajan, dondurma islemi sirasinda
hiicrelere donmaya kars1 koruma ve depolamada stabiliteyi ve rehidrasyon kolayligini
gelistirmek icin iyi bir matris saglamalidir. Koruyucu kabiliyetlerini test etmek igin
vitamin kompleksleri, polisakkaritler, amino asitler, disakkaritler, polioller,
monosakkaritler ve proteinler dahil olmak {izere ¢esitli maddeler arastirilmistir (Berny
and Hennebert 1991;Martos et al. 2007). Bu koruyucu maddelerin sagladigi koruma
biiyiilk olglide mikroorganizma tiirlerine bagli olarak degisebildigi goriilmiistiir
(Palmfeldt et al. 2003). Tastyicinin su igerigi ¢ok diisiik oldugunda, mikroorganizmalar
hayatta kalmakta glicliik ¢cekerler. Aksine, tagiyicinin su icerigi ¢ok yiiksek oldugunda,
ortaya ¢ikan tasiyici, kendisini idare etmeyi zorlastiran, bozulmus bir fiziksel giic
sergiler. Biyolojik olarak parcalanabilir tagiyici, bugday kepegi, piring kepegi, misir
kalintis1 tozu, su stimbiilii tozu, azola tozu veya bunlarin karisimindan seg¢ilmistir
(KUMAR et al. 2012). Bulusa gore, ¢cevresel biyoislem i¢in toz halinde biyolojik olarak
parcalanabilir {irlin iceriginde sulu bir ortami emme ve desorbe etme kapasitesine

sahip, dogal lignoseliilozik bilesenlerden tiiretilmis lifli bir organik destek igerir
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(Lebesgue et al. 2008). Baska bir bulusta laboratuvar 6l¢ekli ¢alismalarda elde edilen
mikroorganizmalar aritim i¢in sivi halde dogal ortamina verildiginde verim diigmekte
bu nedenle de tasiyict yardimiyla atik suya verilmesi amaglanmigtir. Uygun tasiyici,
bakteriye biiylimesi i¢in gerekli besini saglamali, bakteri aktivasyonunu koruyabilmeli,
uzun siire bakteriyi saklayabilmeli ve tasiyicinin oksijen gecirgenligi olmalidir. Fibroz
bitki materyali olarak; gozenekliligi ve besin takviyesi olarak avantajindan dolay1
Yonca, keten, kenevir, bakla kullanilmistir. Dogal tastyici olarak kullanilan nonfibréz
bitkiler ise nisasta, patates, piring ,misir, manyok, bugday, bezelye , yulaf, serbetciotu,
tapyoka olmustur. Sentetik baglayici ajan olarakta polivinil alkol kullanilmistir.
(Lebesgue et al. 2007). Diger bir bulusta, partikiilat inorganik tuzu igeren bir tasiyicinin
biiyiik bir kisminin kii¢iik bir oranda bir silika jel adsorbani ile karistirilmasiyla tasiyici
olusturulmustur (Sudoma 1987). Bu tez ¢alismasinda, koruyucu olarak skim milk,
gliserol, silika ve polivinil alkol (PVA); zeolit, lifli organik madde olarak tasiyici yonca

(Medicago sativa), soya (Glycine max) ve aycicegi (Helianthus annuus) kullanilmistir.

Yonca protein konsantrasyonunun kimyasal bilesimini dondurarak arastirdi.
Sonuglara gore yoncada protein 522 g/kg, lipit 134 g/kg ve seker 21 g/kg’dir. Tiirlere
gore aygicekleri %16.92 ile %37.34 arasinda ham protein ve %28.8 ile %44.3 yag igerir
(Ologunde et al. 2008). Soya yaklasik %40 protein, %30 karbonhidrat ve %20 yag
icerir (Kalman 2014) (Liu 2012).

Sonuglara bakildiginda, bakteri konsorsiyumunun lifli organik tasiyici olarak
yonca ve tasiyicitkoruyucu olarak yoncatsilika varliginda daha iyi korundugunu
gostermistir. +4 °C ve +27 °C 18 ay sonunda canlilik sayimlarina bakildiginda canlilik
saymmi en iyl lrlinlin ‘‘yonca’ ve “yoncatsilika” icerigi oldugu belirlenmistir.
Tas1iyici+organizma igeren koruyucu igermeyen gruplardan aycicegi en fazla canlilik
kaybina sahip grup olmustur. Vakumsuz gruplarda tasiyici olarak kullanilan yoncanin
canlilik tizerine olan etkisine bakildiginda, iiriinii ¢ok iyi korudugu gézlemlenmistir.
PBS kullanilarak yapilan rehidrasyondan sonra, TA, 4-CBA ve p-TOL +4 °C ve +27
°C'de sirastyla 4-7 saat ve 12-14 saat sonra tamamen degradasyona ugramistir. +27
°C'de ayg¢igegi ve soya varliginda konsorsiyumun degradasyon kabiliyeti azalmistir.

Bununla birlikte, yonca ve soya varliginda hidrokarbonlarin degradasyonunun +4 °C
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'de aymi olduguna dikkat etmek gerekir. Tasiyicitorganizma igeren koruyucu
icermeyen gruplardan aycicegi biyopargalama etkinligi en fazla diisen grup olmustur.
Vakumsuz gruplarda tasiyicit olarak kullanilan yoncanin biyopargalama etkinligi
iizerine olan etkisine bakildiginda, tasiyicisiz gruba gore ¢ok iyi olmustur. Vakumsuz
grup biyopar¢ama etkinlik siiresi 1-2 saat uzamistir. Bu sonuglar bize gosteriyor ki,
yonca ve soyada bulunan proteinler ve karbonhidratlar gibi koruyucu ajanlarin varlig

son durumu etkilenmektedir.

Koruyucu maddeler, mikroorganizmanin biiylimesi sirasinda veya dondurma
veya kurutmadan dnce eklenebilir. Koruyucunun tiirii biiyiik 6l¢iide mikroorganizmaya
baglidir; ancak bircok tiirle iyi sonuglar veren sadece birkac tane mikroorganizma var.
Bunlar arasinda skim milk katilari, serum, trehaloz, gliserol, betain, adonitol, sukroz,
glikoz, laktoz ve dekstran ve polietilen glikol gibi polimerler bulunur (Hubalek 2003).
20 yildan fazla bir siire 6nce, trehaloz ve siikroz gibi sekerlerin, bu makromolekiiler
yapilar icindeki polar kalintilarin etrafindaki suyu degistirerek, membranlarin ve
proteinlerin stabilizasyonuna bagli olarak ¢ok sayida organizmada gelismis kuruma
toleranst sergiledigi bildirilmistir (Rudolph and Crowe 1985). Bu iki disakkarit, su
yoklugunda tigiinciil protein yapisinin korunmasina yardimei olan hidrojen baglarinin
olusumuyla protein denatlirasyonunu Onleyerek kurutma sirasinda izole edilmis
proteinlerin yapisini ve islevini korur (Leslie et al. 1995). Sekerler, tohumlar ve polen
gibi bir¢ok biyolojik dokuda bulunur, aslinda tohumlar %10-20 arasinda sukroz ve
oligosakarit icerir. Bu seker karisimlarinin kristallesmeyi engelledigi ve bu nedenle
tohumlarin olumsuz kosullarda hayatta kalmasina yardimci oldugu gosterilmistir
(Buitink et al. 2000). Bir¢ok ¢alisma, trehalozun bir kriyoprotektan olarak
kullanilmasinin, mikroorganizmalarin siikrozdan daha yiiksek diizeylerde hayatta
kalmasini sagladigim ileri slirmektedir (Leslie et al. 1995;Gomez Zavaglia et al.

2003;Streeter 2003).

Sekerlerin kristal olusumunu etkileyen ana bilesenler olduguna inanilsa da,
polipeptitlerin sekerlerin kristal Ozelliklerini 6nemli olgiide degistirebildigi de
gosterilmistir (Buitink et al. 2000). Bu nedenle, en etkili kurutma koruyucu ajanlarin,

proteinler ve sekerlerin bir karisimi oldugu goriilmektedir. Abadias et al. (2001),
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ornegin skimmilk ve karbonhidrat sekerlerinin bir karisimi1 kullanildiginda Candida
sake hiicre geri kazanimlarinin %45-85 arasinda degistigini gostermistir. Benzer
sekilde Desmond et al. (2002), %10 sulandirilmig skimmilke %10 akasya sakizi
eklendiginde Lactobacillus paracasei'nin hayatta kalma oraninin 1000 katina kadar
onemli Olclide arttigini bulmuslardir. Ortaya ¢ikabilecek diger bir konu da koruyucu
ajanlarin gerekli saklama sicakligi ile uyumlulugudur. Tez sonuglarina benzer sekilde,
(Teixeira et al. 1995) askorbik asit ve monosodyum glutamatin 4 °C'de saklandiginda
Lactobacillus delbrueckii'ye 6nemli koruma sagladigini, ancak 20 °C'de zararhi bir
etkide bulundugu gozlemlemistir. (Mputu Kanyinda et al. 2012), liyofilize {iriiniin
saklama kosullar1 i¢in farkli sicakliklarda denemeler gergeklestirmislerdir.
Pseudomonas fluorescens ile yaptiklari calismada liyofilizasyon &ncesi 4,0.10°
kob/mL olan canlilik sayiminin 7 ay raf émrii sonrasinda 4°C’de saklanan iiriinlerde
2,0.108, 20°C’de saklanan iiriinlerde ise 3,5.10"ye diistiigii belirlenmistir. Bu tez
calismasinda aygicegi mevcudiyetinde raf Omrii siiresince bakteri canliliginin
korunmasinda 3 log'luk bir azalma kaydedilirken, ay¢igegi+skimmilk karigimi olan
triinde yaklasik 1 log'luk bir azalma gdzlemlenmistir. Bu nedenle, skim milkte
koruyucu ajanlarin (proteinler ve karbonhidrat) varligi, bakterilerin daha iyi
korunmasina yardimet oldugu diisiiniilmektedir. Kuru karisim triinler, +4 °C ve +27
°C'de 18 ay siireyle muhafaza edilmistir. Uriinlerin ticarilestirilme potansiyelleri
diisiiniildiiglinde saklama kosullarinin maliyet olusturmamasi planlanarak saklama
sicakligi olarak +27 °C'de segilerek denenmistir. +4°C ve +27°C saklama kosullarinda
18 ay sonunda, +4°C saklanan viallerde bulunan iiriin gruplar1 +27°C’ye gore daha iyi
sonuglar vermistir. +27 °C saklama kosullarina sahip viallerin +4°C ‘de saklanan
viallere gore daha diisiik canli sayim1 gostermesi ve biyoparcalama siiresinin uzun
olmasida saklama kosullarindan kaynakladigini gdstermektedir. Izolatlarin  +27°C
saklama kosullarinda biyoparcalama aktivitesinin yavaslamasinin yanisira p-TOL
kimyasali parcalama etkinliginin azalmasinin goriilmesi, iiriin igerisindeki p-TOL
parcalayan  mikroorganizmalarin  canliligim1  kaybetmesinden  kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Dondurularak kurutulmus mikroorganizmalarin rehidrasyonu, kurutulduktan

sonra hiicrelerin yeniden canlanmasi i¢in son kritik adimdir. Koruyucu ortamda oldugu
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gibi, bir dizi olas1 rehidrasyon ortami vardir ve tiimii farkli sonuglar gosterir. Costa ve
ark. (Costa et al. 2000) Pantoea agglomerans hiicrelerini canlandirmak i¢in yedi farkli
tipte rehidrasyon ortamui test etmistir. %10 yag icermeyen skim milk ve PTM ortami
(%1,5 pepton, %1 tripton ve %0,5 et 6ziitii) ve hem de %10 sakaroz ¢ozeltisi gibi
kompleks ortamlarin tampon fosfat, sodyum glutamat ve su gibi ortamlardan énemli
Olgiide daha yiiksek hiicre geri kazanimi sagladigi bulunmustur. Kriyoprezervasyon
icin kullanilan ayni rehidrasyon soliisyonunun canliligi arttirdigi deneysel olarak
gosterilmistir. Ornegin, Abadias ve ark. (ABADIAS et al. 2001) hem koruyucu olarak
hem de rehidrasyon ortami olarak, Candida sake hiicrelerini dondurarak kurutmak i¢in
%10 skim milk kullanilmasin1 6nermektedir. Ayni rehidrasyon sivis1 Ray ve ark. (Ray
et al. 1971) tarafindan kullanilip 6nerildigine gore, bu formiilasyon yeni bir kavram
degildir. Ray ve arkadaslari, dondurularak kurutulmus hiicrelere yiiksek bir ozmotik
basing saglayan bir rehidrasyon sivist kullanmanin rehidrasyon siirecini bir derece
kontrol altina almay1 sagladigin1 buldular. Koruyucu ajanlarla yapilan rehidrasyon
bakteri hiicrelerinin canliligini artirsa da konsorsiyumun biiyiimesinde skim milk, PBS,
sakkaroz ile yapilan rehidrasyonlar arasinda bir fark gézlenmemistir (Eroglu 2018). Bu
nedenle, rehidrasyon sivisi olarak, oda sicakliginda 1x PBS kullanilarak bu ¢alisma
gergeklestirilmistir. Ray et al. (1971), rehidrasyon sicakliginin dondurarak kurutmadan
sonra hiicre geri kazanimini da etkileyebilecegini bildirdi. 15°C - 25 °C'de rehidrasyon,
hiicre geri kazaniminin daha diisiik, ancak biiyiimenin daha hizli oldugu 35°C ve 45°

C'ye kiyasla en yiiksek sayida geri kazanilan hiicre tirettigini buldular.

Dondurarak kurutmadan sonra hayatta kalma, hiicrenin hizli dondurma ve hizli
kurutmanin etkilerine direnme yetenegini yansitir. Hayatta kalmadaki farkliliklar,
mikroorganizmalarin  hiicre duvart ve hiicre zarindaki yapisal farkliliklar
yansitmalidir. Kuruma, depolama sirasinda hayatta kalmak i¢in 6nemli oldugundan,
hiicre dis1 polisakkaritlerin veya teikoik asitlerin varlig1, uzun siire hayatta kalma i¢in
dezavantajlidir. Dondurularak kurutulmus Gram-negatif bakterilerin Gram-pozitif
bakterilere kiyasla daha diisikk hayatta kalma oranlari, daha ince peptidoglikan
tabakasina ve eski tiirlerde hiicre duvarindaki lipopolisakkaritlerin varligina
baglanabilir. Depolama sirasinda dondurularak kurutulmus mikroorganizmalarin

hayatta kalmasi, yillik hayatta kalma logaritmasindaki azalma ile ifade edilir
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(Miyamoto-Shinohara et al. 2008). Gram-negatif cinslerin dondurularak kurutulduktan
sonra hayatta kalma oranlarnin %38,0 ile %87,7 arasinda degistigini, Gram-pozitif
cinslerin ise %58,5 ile %96,7 arasinda degistigini bildirdi. Gram negatif bakteriler, i¢
ve dis plazma membranlari arasinda yaklagsik 5 ila 10 nm kalinliginda bir peptidoglikan
katmanina sahipken, Gram pozitif bakterilerde bu katmanin kalinlig1 yaklasik 20 ila 80
nm'dir (Parker et al. 1995;van der Wal et al. 1997). Gram-pozitif bakterilerinkinden
daha ince bir peptidoglikan tabakasina sahip olan Gram-negatif bakterilerin hiicre
duvarlari, kuruma ve rehidrasyon siirecleri sirasinda ¢ok daha biiyiik bir kirilma
egilimine sahiptir (Pembrey et al. 1999). Polisakkaritlere ve teikoik asitlere benzer
sekilde, lipopolisakkaritler, en dista hidrofilik polisakkarit zincirleri ile Gram negatif
bakterilerin dis zarinda nispeten zayif baglarla tutulur. Lipopolisakkaritlerin en digtaki
polisakkarit bolgesi, dondurarak kurutma iglemi sirasinda su molekiillerinin
uzaklastirilmasina engel olabilir. Gram negatif bakterilerin ¢ogunun yiizeylerinde
lipopolisakkaritler bulunur; bu lipopolisakkaritler, depolama viallerindeki su
molekiillerini yakalayabilir ve uzun siireli depolama sirasinda hayatta kalma
oranlarinda bir azalmaya neden olabilir. Lipopolisakkaritlere ek olarak hiicre dist
polisakkaritlere sahip Gram-negatif tiirler daha da fazla su molekiilii tutacak ve hayatta
kalma oranlari, hiicre duvarinda sadece lipopolisakkaritlere sahip tiirlerden daha diisiik
olacaktir. Rhizobium etli (Carlson et al. 1995), Neisseria gonorrhoeae (Kristiansen et
al. 1998) ve Helicobacter pylori'nin (Merkx-Jacques et al. 2004) bazi suslarinin

lipopolisakkaritleri sentezleme yetenegini kaybettigi bildirilmistir.

Bu caligmada tiim vial igerikleri liyofilizasyon ile kurutularak ayni kosullar
altinda saklanmistir. Ortalama olarak liyofilizasyon iglemi sonrasi tasiyicili rneklerde
%60, tas1yici icermeyen mikroorganizma deneme setlerinde %90 ve iizeri agirlik kaybi
olmustur. Raf 6mrii siiresince hayatta kalma ve biyodegredasyon oranlari, sadece lifli
organik tasiyic1 ve tasiyici+koruyucu ajanlara gore degisiklik gdstermistir. Tastyict
gruplart da kendi aralarinda kiyaslandiginda farkli oranlar goriilmektedir. Saklama
sirasinda dondurularak kurutulmus bakterilerin hayatta kalmasini iyilestirmek i¢in {i¢
¢coziim Onerilebilir; 1) vial igeriginde bulunan su molekiillerinin sayisin1 azaltmak, 2)
su molekiillerinin aktivitesini azaltmak ve 3) bakteri hiicrelerinin su molekiillerini

yakalamasin1 6nlemek.
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Bir vialdeki su molekiillerinin sayisini azaltmak igin bakteriler kuru kosullarda
hazirlanmali ve tamamen dondurularak kurutulmalidir. Vialler, kullanilan vakum
pompasinin kapasitesine ve cam viallerin giiciine bagli olarak miimkiin oldugunca
yiiksek vakum altinda kapatilmalidir. Bu hipotezler, calismamizda gézlemledigimiz
silika varliginda bakteri hiicrelerinin en diislik sekilde azalmasini agiklamaktadir. En
etkili biyoparcalama sonucu elde edilen koruyucu olarak ‘‘silika’’ yonca ve soya
gruplarinda, ‘‘skim milk’ ise aycicegi grubunda gozlemlenmistir. Tiim gruplar
geneline bakildiginda ¢alismada etkinligi en iyi olan koruyucu silikadir. Silika, bakteri
hiicrelerini suya ve neme karsi korur. Son asama olan septumlarin kapatilma isleminin
liyofilizator cihazi igerisinde vakum altinda yapilmasi, basing degisiklikleri kaynakli
organizmanin zarar gormesini engellemis ve kontaminasyon riskini azaltmustir.
Viallerin i¢inde havasiz bir ortam yaratilmasi uzun raf émri siiresince sag kalimi
arttrmistir. Bu ¢alismada konsorsiyumdaki bakteri suslarinin %80'i gram negatif
bakterilerden olugsa bile, 18 ay sonra yonca ve soya varliginda biiylimede diisiik
sekilde bir azalma (sadece yaklasik 1 log) kaydedilmistir. Gram reaksiyonlari
Arthrobacter protophormiae, Micrococcus luteus, Arthrobacter nicotinae igin pozitif
olarak sonuglanmustir. Diger 13 izolat gram negatiftir. A.nicotianae sayica bakildiginda
diger bakterilere gore daha azdir, bu durumu baslangi¢ sayisinin diisiik olmasi seklinde

aciklayabiliriz.

Onceki ¢alismalar (Breeuwer and Abee 2000) kiiltiire edilebilirligin canlilig:
tam olarak tanimlamak i¢in yeterli olmadigint ortaya koymustur. Bu nedenle, DNA
hasari, membran biitiinliigli, esteraz aktivitesi veya proteolitik aktivite gibi diger
teknolojik parametreleri ayni anda 6lgerek dondurulmus ve dondurularak kurutulmus
suslarin depolanmasi sirasinda fizyolojik durumdaki degisiklikleri degerlendirmek
ilging olabilir (Fonseca et al. 2000). Konsorsiyum raf 6mrii siiresince korunarak, TFA,
4-CBA ve p-TOL'un degradasyonu etkilenmeyip gergeklesmistir. En yiiksek
degradasyonu verimi, ‘‘yonca’’,*‘soya’’ ve ‘‘ay¢igegi+ skim milk’’ ile korunumunda
gozlenmistir. Tasiyict igermeyen sadece organizma ve koruyucu igeren vial
gruplarinda, silika avantaj saglamistir, ama 14-24 saat igerisinde tiim kimyasallar
tikenebilmistir. Tasiyici gruplar ile kiyaslandifinda sadece organizma ve

organizma+silika grubunun p-TOL ve 4-CBA giderimleri ¢ok yavaglamistir.
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CSTR o6lgeginde, her tastyicinin canliligi ve biyodegredasyon verimi en iyi
triinlin en yiiksek miktar 1200 mg/L olacak sekilde TFA, 4-CBA ve p-TOL
degradasyonu degerlendirilmistir. Liyofilize kuru iiriinler, sentetik atik su ile beslenen
reaktorlerde biyopargalama aktivitesini ve canliligimmi siirdiirmeye devam etmistir.
Sonuglara gore, 12. ay raf omriine sahip ‘yonca’, ‘soya’ ve ‘aygigcegi+skim milk’
iceriginin reaktor denemelerinde biyoparcalama aktivitesine bakildiginda, 1200 mg/L
kimyasallarin tamamen tiikkenmesi 14-16 Saat igerisinde gergeklesmistir. Bu durum 12
ay raf omrii bulunan iirlinde bulunan izolatlarin CSTR dlgeginde biyoparcalama
etkinligindeki basariy1 bize goOstermistir.  Reaktor calismalari ile gergeklesen
hidrokarbon biyodegradasyonu, erlen 6lgegindeki biyodegradasyon galismalarindan
yaklagik 2 kat daha uzun stirmiistiir. Erlen 6l¢egine kiyasla CSTR 6lgegindeki azalma,
erlen 6lcegindeki calkalamali inkiibatorde bulunan hafif karistirmanin aksine, overhead
karistiricilar ve pervaneler tarafindan saglanan sicaklik, oksijenasyon ve karistirma
sistemine baglanabilir. Hidrokarbon biyodegradasyonunun yavas ¢oziinme hizlarinda
engellendigi bilindiginden karistirma isleminin, hidrokarbonlarin ¢dziinme oranini
onemli olglide artirdigi gosterilmistir (Jegatheesan et al. 2016). (Vifas et al. 2005)
tarafindan yapilan bir ¢alisma, daha iyi ¢alkalama ve karistirma ile degradasyonun
verim oranlarinda 6nemli artig oldugunu gosterdi. CSTR’nin sicaklik ve oksijenasyon
optimizasyonu gibi dezavantajlar1 olsa bile, bu petrol hidrokarbonlarinin biyolojik
olarak pargalanmasini incelemek icin reaktor biiyiik Olclide kullanilmaktadir. Bir
CSTR, bir veya daha fazla karistiriciy1 (pervaneleri) destekleyen ve motorla ¢alistirilan
merkezi bir safta sahip silindirik bir kaptan olusur. Karistiricili tank biyoreaktorleri,
sulu ortamda biiytliyen kiiltiirler icin agirlikli olarak kullanilan tasarimdir. Karistiricilari
miikemmel mekanik karistirma 6zelliklerinin yaninda ana gaz dagitma araglaridir ve
yiiksek kiitle aktarim hiz1 degerlerini saglarlar (Alpay et al. 2020). Literatiir bilgileri
anlamlandirldiginda kullandigimiz reaktorlerimizin bazi mekanik pargalarinin en
uygun kosullar1 saglamada yetersiz kaldigini, erlen c¢alismalarimizda ortam
kosullarmin optimizasyonunun en iyi sekilde saglanabildigini sdyleyebiliriz. Olgek

bliylitme ¢aligmalarinda bahsedilen bir¢ok etken devreye girmis ve siire uzamaistir.

CSTR’in avantajlari, biiyliyen hiicrelere verimli gaz aktarimi, igerigin iyi

karistirilmast ve esnek c¢alisma kosullarinin yani sira biyoreaktorlerin ticari olarak
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kullanilabilirligini igerir. Karistirmali tank biyoreaktoriiniin ana dezavantaji, enerji
gerektiren mekanik calkalamadir ve karistirma, mikrobiyal hiicreler lizerinde kayma
gerilmesine neden olabilir. (Gargouri et al. 2011) hidrokarbonca zengin endiistriyel atik
sularin  antilmasinda siirekli  karistiricili  tank  biyoreaktoriiniin - kullanimini
degerlendirmistir ve ortama alistirilmis bir mikrobiyal konsorsiyum kullanarak basarili
bir biyoremediasyon elde etmistir. TPH kalintis1 320 mg/L 'den 8 mg/L'ye diistiigii
gozlemlenmistir. (Bi 2005) P. putida ile etanol, toluen ve benzil alkoliin
biyoremediasyonu igin siirekli karistiricili tank reaktor uyguladi. Baska bir drnekte,
ortama alistirilan bir yerli mikrobiyal konsorsiyum kullanilarak bir petrol rafineri
sahasinda hidrokarbonca zengin atik suyu aritmak igin siirekli karistiricilt bir tank
biyoreaktdr uygulanmistir. Biyoaugmentasyon reaktoriiniin performansi, KOI talebi
oranlarinin %95'e ve arttk TPH konsantrasyonunun %97,5'e dusiiriilmesi ile
gosterilmistir (Kuyukina et al. 2020). Calismamizda, bu bakterilerin dogal habitatlar
olan mevcut atiksu aritma sisteminden izole edilmesinin vermis oldugu bir avantaj ile,
verildikleri sisteme adaptasyonlart yurtdisindan ithal edilenlere gore daha kolay ve
hizli  olacagi distiniilmektedir. Kurulan her reaktorden hidrokarbonlarin
biyodegradasyonu %99'a ulastiginda 6rnek alinip DNA izolasyonlar1 yapilmigtir. Her
ic reaktor mikrobiyal flora {iyeleri agisindan incelendiginde; logaritmik agidan total
bakteri sayilarinda bir azalmanin olmadigi sdylenebilir. Sonuglar Acinetobacter,
Comamonas, Pseudomonas ve Raoutella'nin ii¢ reaktorde en ¢ok bulunan cinsler
oldugunu gosterdi. Bu organizmalar biiyiik Olglide petrokimyasal atik su aritma
tesislerinden izole edilmektedir. Yonca ve soya grubunda Comamonas testosteroni’nin
sirasiyla 2 log ve 1 log, aygigegi skim milk grubunda Chryseobacterium sp.’nin 1 log
artig gosterdigi goriilmistiir. Sayica en az goriilen bakteri sayisi A.nicotianae olmustur.
Baslangic sayist diisik oldugu igin liyofilizasyon siirecinden zarar gordigi
diistiniilmektedir. P.Putida izolatinin her ii¢ reaktdrde baslangic degerlerine gore

anlaml1 bir degisim sergilemedigi gozlenmistir.

Real Time PCR ile izolatlarin takip edilebilmesi, gercek aktif camur sisteminde
uygulama alani bulacak olan mikrobiyal karisimlarin formiilasyonlarinda kullanilabilir

oldugunu gostermektedir. Bu sayede endiistriyel biyolojik aritim tesisi aktif ¢amur
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sistemlerinde belirli hidrokarbonlarin giderimi i¢in hangi mikroorganizmalarin

secilecegine karar verilebilecektir.

PTA kimyasallarini parcalayan ve uzun raf dmriine sahip liyofilize {iriinlerimizin,
PTA’y1 parcalamasi sonucunda agiga ¢ikan atik suda toksik bir kimyasal olmadigi
Mikrotoks analizi sonucunda belirlenmistir. Bu da ¢alismanin ¢evre dostu bir proje

oldugunu gostermistir.

Tez caligmasmin ¢iktilar1 ihtiyact karsilayacak niteliktedir. Petrokimya
Endiistrisi atiksularinda bulunan hidrokarbonlar1 pargalayabilen bakterilerden olusan
kat1 iiriin hazirlanmig olup, bu iirlinlerin belli araliklarla cogaltilarak, sisteme
uygulanma calismalar1 devam etmektedir. Gelismis iilkelerde oldugu gibi, Universite-
Sanayi isbirligi ¢er¢evesinde tiniversitedeki bilgi ve deneysel bilgi birikiminin iiriin

temelinde sanayiye aktarilarak ekonomiye ve topluma deger katilmasini saglamistir.

Tez c¢alismasinda, Ozellikle PTA atik suyu bulunan aritim tesislerinde
kullanilmak tizere liyofilize halde, 18 ay boyunca +4°C’de saklanabilecek 6zel bakteri
konsorsiyumu hazirlanmistir. Patent basvurusu tamamlanmistir. Ulkemizde daha
onceki yillarda yurt disindan satin alinan bakteri iirlinlerinin yerine bu izolatlarin
kullaniliyor ve kullanilacak olmas iilkemiz ekonomisine katki saglamasinin yaninda,
bilimsel calismalarda basar1 elde etmemizi saglamistir. Cesitli aritim tesislerinde
kullanilmak amaciyla yurt disindan siirekli ve alternatifsiz bakteri satin alinmasi yerine,

kendi tiretimimiz olan bakteriler iilke igindeki aritim sistemlerinde kullanilabilecektir.
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6 ONERILER

Yapilan ¢aligsmalar dogrultusunda projenin teknoloji dogrulamasi asamasinda
oldugunu soyleyebiliriz. Belirli bir teknoloji olgunluk seviyesi (TRL), {iriiniin
denendigi konusunda somut veriler sunulabilmeli ve metodolojinin olusmus, gergek
ortamda uygulamasinin yapilmis oldugu gosterilebilmelidir. TRL seviyesinin
arttirilmasiyla birlikte {irlinlin deger zinciri operasyonlar1 tamamlanmis olacaktir.
Gelistirilmis olan 6zel bakteri kiiltiiriinlin ger¢ek 6lgekte uygulanilabilir sekle
dontstiiriilmesi amaciyla prototip liretimi gergeklestirilip, etkinligi arastirilmalidir.
Raf 6mrii uzun ve katma degeri yiiksek {iriine doniistiiriilebilmesi i¢in gerekli

Ol¢eklendirme ¢aligsmalar1 yapilmasi da ¢alisma sonrasinda 6nem arz etmektedir.

PAH’larin yiiksek hidrofobik karakterde olmasindan dolay: su fazinda homojen
sekilde dagilim gostermedigi, ¢alismada HPLC ve GC analizlerinde erlen igeriginden
alinan numunelerin tam olarak icerigi yansitmadigi diisiiniiliirse, daha tutarli sonuglar
elde etmek icin kullanilan erlen iceriginin tamamen ekstraksiyon agsamasindan
gecirilmesi laboratuvar deneylerinin o dogrultuda planlanmasi sonuglarin

dogrulugunu arttirip zaman kazandiracaktir.

Operasyonel taksonomik birimler (OTU'lar) mikrobiyal toplulugun gergek
yapisini ortaya ¢ikarmak i¢in gii¢lii potansiyel saglar. Elde edilen farkli kuru {irtin
icerikleri i¢in, OTU analizi ile operasyonel tanim yapilmasi, liriin i¢erigindeki tiim
izolatlarin tiir diizeyinde isimlendirilmesi ile ilave veriler saglayip, calismay1 daha da

gliclendirecektir.
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