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QUORUM QUENCHING MEMBRAN BiYOREAKTORLERDE
KULLANILAN iMMOBILiZASYON MEDYALARINDA MALZEME
TERCIHININ ETKIiSININ INCELENMESI

OZET

Geleneksel aktif camur sistemleri uzun yillar kullanilarak giiniimiize kadar ulasmustir.
Geleneksel aktif gamur sistemlerini kullanan aritma tesisleri artan niifus yogunlugu,
alan ihtiyaci gibi nedenlerden dolay1 gelismeye ve farklilasmaya ag¢ik hale gelmistir.
Gilintimiizde en ¢ok kullanilan yenilik¢i atik su aritma sistemleri arasinda membran
biyoreaktorler (MBR’ler) yer almaktadir. MBR sistemleri geleneksel aktif camur
sistemlerine kiyasla daha az alanda, yliksek ¢ikis su kalitesi sunmaktadir.

MBR’lerin kullanimin yayginlagsmasi g¢esitli konfigiirasyonlar1 da beraberinde
getirmistir. Bu konfigiirasyonlarin meydana gelmesinde en énemli etkenlerden biri
membranlarin tikanma problemidir. Membranlarda biyotikanma membran Omriinii
azaltarak maliyeti artiran bir etkendir. Biyotikanma problemi ele alinarak tasarlanan
Quorum Quenching MBR, klasik MBR modeline kiyasla daha avantajli isletme siireci
saglamaktadir.

Bakteri hiicreleri, popiilasyon arttikca cevrelerinde biriken, genellikle yayilabilen,
diisiik molekiiler agirlikli sinyal molekiilleri tiretir. Molekiil konsantrasyonu bir esik
degerini astiginda, sinyal yollar1 aktive olur ve bakteriler, popiilasyon boyunca uyumlu
bir sekilde gen ekspresyonunu degistirerek ve fizyolojik siire¢leri modiile ederek yanit
verir. Bu tiir hiicreler arasi iletisimin iyi karakterize edilme durumuna “Yetersayi
Etkisi/Quorum Sensing (QS)” denir.

Yenilik¢i bir yaklasim olan “Yetersayr Etkisinin Azaltilmasi/Quorum Quenching
(QQ)” yaklasimi ile membran biyotikanmasini geciktirmenin miimkiin oldugu
goriilmiistiir. Yetersayr etkisi adi verilen bakteriler arasindaki iletisimi saglayan
mekanizmayl bozmaya yonelik ¢alisan QQ mekanizmasi ile bakterilerin membran
tizerinde birikmesi ve kek tabakasini olusturmasi 6nlenir. QQ mekanizmasi 3 yol ile
saglanir. Bunlar; sinyal molekillerinin sentezlenmesinin engellenmesi, sinyal
molekiillerinin algilanmasinin  engellenmesi, ortamdaki sinyal molekdllerinin
degredasyonudur. Tez kapsaminda sinyal molekiillerinin degredasyonu saglanarak
QQ mekanizmasi gergeklestirilmistir. QQ mekanizmasini saglayan bakterileri atik su
bulunan ortamina ilave edebilmek i¢in koruma saglayan bir immobilizasyon
medyasinin kullanilmasiin uygun oldugu literatiirde yapilan ¢aligmalar neticesinde
gorilmiistiir.

Tez ¢alismasi kapsaminda QQ aktivitesine sahip bir bakteri tiirii olan Rhodococcus sp.
BHs kullanilmistir. Bakteri cogaltilarak farklt medyalara immobilize edilmistir.
Uretilen medya gesitleri optimize edildikten sonra cesitli analizlerden gecirilmistir. Bu
analizler ile medyanin dayanimi, fiziksel yapisi, kimyasal yapis1 gibi konular 6n plana
cikarilmistir. Tez kapsaminda yapilan caligmalar neticesinde avantaj saglayan
immobilizasyon medyasinin bulunmasi ilerleyen c¢alismalar agisindan Onem
tagimaktadir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MATERIAL PREFERENCE ON
IMMOBILIZATION MEDIA USED IN QUORUM QUENCHING
MEMBRANE BIOREACTORS

SUMMARY

Water released after water use and endangering the environment and living health due
to its content is called wastewater. Wastewater is defined as wastewater generated in
homes, workplaces, industry and other areas of life and commercial activity. The usage
area of water is also very important in wastewater characterization. Depending on the
source discharged, it is called domestic and industrial wastewater. Efficient treatment
of wastewater can be considered as a direct preventive measure against the pollution
of drinking water.

Wastewater treatment has been of great importance in every period. With the increase
in population, the amount of wastewater generated has also increased. Discharging
wastewater into aquatic ecosystems without treatment endangers the environment and
indirectly many areas and living communities. For this reason, various wastewater
treatment systems have been developed over the years. Traditional activated sludge
systems, one of these wastewater treatment systems, have been used for many years
and have survived to the present day. Although traditional activated sludge systems
are known and easily operated, they have various disadvantages. In traditional
activated sludge systems, the space requirement is quite high depending on the water
flow rate to be treated. Considering the increase in population density, there is a need
for a system that can purify water at a higher flow rate in less space.

Membrane bioreactors (MBRs) are among the most used innovative wastewater
treatment systems today. MBR systems emerge as a combination of membrane and
traditional activated sludge system. The membrane is defined as a selectively
permeable barrier between two homogeneous phases. It is an important separation
material due to its selectivity and barrier to various pollutants due to its properties.
MBR systems offer high outlet water quality in less space compared to traditional
activated sludge systems. Operating costs of MBR systems are higher than traditional
activated sludge systems. One of the main reasons for the high costs in the business is
the membrane.

The widespread use of MBRs has brought various configurations. One of the most
important factors in the formation of these configurations is the fouling problem of the
membranes. One of the factors affecting the clogging problem in MBRs is the
operating conditions of the MBR. As the flux increases in MBRs, the clogging rate
increases. For this reason, it is important to pay attention to some important points
such as membrane area when choosing the operating flux. The operating limit at the
sustainable membrane permeability level at constant flux and transmembrane pressure
(TMP) is defined as the “critical flux”. Although MBRs are operated at fluxes lower
than the critical flux, TMP increases significantly when operated at a flux value above
the critical flux. Therefore, very frequent periodic washing or cleaning is required. In
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addition, aeration is required for biological treatment, mixing of flocs and removal of
impurities from the membrane surface. There are basic methods to prevent fouling.
These are classified as pre-treatment of the feed stream, chemical and physical
cleaning, reducing the flux, increasing aeration, and chemical or biochemical
modification of the mixed liquid.

Fouling in membranes limits membrane permeability. In other words, it causes a
decrease in the flux passing through the membrane in response to unit transmembrane
pressure, and therefore, a decrease in the production of purified clean water per unit
membrane area. Membrane fouling is roughly divided into two mechanically:
reversible (removal of the gel and cake layer formed on the surface by aeration or
physical backwashing) and irreversible (accumulation of dissolved or colloidal
substances in the pore as a result of adsorption and removal of pore fouling by chemical
cleaning).

Membrane fouling occurs in different ways. In this thesis, the problem of biofouling
in membranes is discussed. Membrane biofouling occurs as a result of the adhesion of
sludge flocs and the subsequent growth of microorganisms on the membrane surface.
Microbial growth on the membrane surface is the main factor that increases filtration
resistance and significantly reduces permeate flux. Bio fouling in membranes is a
factor that reduces membrane life and increases costs.

Physical, chemical and biological methods are used to solve the fouling problem in
membranes. When physical methods are examined, methods such as ventilation and
physically scraping the cake layer attract attention. Backwashing with the addition of
chemicals is also one of the steps to prevent fouling. However, chemical addition is
not done frequently because it damages the sludge content. In addition, it may cause
wear on the membrane surface. Physical methods, on the other hand, have low impact
and become unsustainable in the long term. For this reason, biological methods attract
attention in the literature. Among the various methods investigated considering
bacterial activities, there are some remarkable and highly effective methods.

Bacteria attract attention when examined in terms of life form. Although they are small
in size, such as micro and nano, many bacteria have complex life forms. There are
hundreds of species that differ in their characteristics, lifestyle, contribution to the
environment and many other aspects.

Many bacteria do not live as isolated entities but instead exist as communities. They
can communicate by producing and responding to chemical signals. Bacterial cells
produce low-molecular-weight signaling molecules, which are often diffusible and
accumulate in their environment as the population increases. When the molecule
concentration exceeds a threshold value, signaling pathways are activated and bacteria
respond by altering gene expression and modulating physiological processes in a
concerted manner across the population. This type of intercellular communication is
well characterized and is called Quorum Sensing (QS).

Examples of group behavior include virulence, production of secondary metabolites
(including antibiotics), sporulation, and biofilm formation. The most studied
intercellular signals are Gram-negative and Gram-positive bacteria. Quorum Sensing
(QS) is used by both Gram-negative and Gram-positive bacteria to regulate various
physiological functions.

Signaling systems can be divided into two paradigmatic classes: LuxI/LuxR-type
signal-sensing systems in Gram-negative bacteria and oligopeptide/two-component-
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type signal-sensing circuits in Gram-positive bacteria. In Gram-negative bacteria,
Luxl-like proteins are enzymes responsible for the production of specific
acylhomoserine lactone (AHL) autoinducers. Each strain of Gram-negative bacteria
produces a unique AHL or a unique combination of AHLSs. As a result, only members
of the same species recognize and respond to it.

Extracellular polymeric substances (EPS) and soluble microbial products (SMP)
produced by QS interaction are considered the main factor causing biofouling. EPS,
which are binding materials for the agglomeration of microbial flocs and biofilms,
consist of different organic molecules such as polysaccharides, proteins and humic
substances. AHLs-based nuclei detected by gram-negative bacteria are responsible for
the production of EPS in activated sludge. Furthermore, oligopeptides produced by
gram-positive bacteria and some universal autoinducers lead to the development of
highly cooperative colonies in the form of biofilms on the membrane surface.

It has been shown that it is possible to delay membrane biofouling with the innovative
approach of "Quorum Quenching (QQ)". The QQ mechanism, which works to disrupt
the mechanism that enables communication between bacteria, called "Quorum Sensing
(QS)", prevents bacteria from accumulating on the membrane and forming the cake
layer. The QQ mechanism is provided in 3 ways. These mechanisms; Blocking AHL
synthesis in the sender cell, deactivating AHL via enzymatic destruction, interfering
with signal receptor in the receiving cell. Within the scope of the thesis, the QQ
mechanism was realized by ensuring the degradation of signal molecules.

Rhodococcus sp. BHs, a bacterial species with QQ activity, was used in the thesis
study. Although it is known from literature studies that the bacterium has QQ activity,
studies were started by making sure of its activity with the QQ activity test. The test
results were comparatively examined with a bacterial strain without QQ activity. The
bacteria were propagated and immobilized on different media.

Immobilization media in the literature are important for the study. 6 different
immobilization media were produced by developing previously tested materials. After
the media types produced were optimized, they were subjected to various analyses.
With these analyses, issues such as the strength, physical structure and chemical
structure of the media were brought to the fore.

As a result of the studies carried out within the scope of the thesis, finding
advantageous immobilization media is important for future studies. It is important to
reveal advantageous immobilization media in terms of expanding the usage areas of
QQ activity, which manages to prevent biological contamination and membrane
clogging, and making it usable in large-scale facilities.
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1. GIRIS

Membran biyoreaktor (MBR), atik su aritiminda 6nem tasiyan aritma sistemleri
arasinda yer alir. Giinlimiizde artan alan ihtiyaci nedeni ile aritma sistemlerini daha
kiiciik alanlara sigdirmay1 basaran MBR’ler aritma sirasinda bazi dezavantajlar da
beraberinden getirir. Bu dezavantajlar incelendiginde membran biyotikanmasi 6n
plana ¢ikar. Membran dmriinii azaltan ve 6nemli oranda maliyeti artiran membran

biyotikanma problemine ¢dziim bulmak amaci ile ¢esitli caligmalar yapilmaktadir.

1.1 Tezin Amaci

Bu tezin ana amacit membran biyoreaktorlerde kullanilan membranlarda meydana
gelen biyotikanma sorununa bir ¢6ziim olan “quorum quenching” mekanizmasinin
kullanilacagi en uygun immobilizasyon medyasinin bulunmasidir. Bu tezde cesitli
immobilizasyon medyalarinin iiretimi ve karsilikli olarak deneysel yontemler ile
kiyaslanmast sonucunda dayanimi yiiksek, biyolojik aktiviteye uygun malzeme

tercihin bulunmasi amag¢lanmaktadir.

Quorum sensing (yetersayr etkisi) ve quorum quenching (yetersayr etkisinin
azaltilmasi) mekanizmalarinin biyolojik aktivite agisindan 6nemi yapilan yenilik¢i
caligmalar ile 6n plana ¢ikmistir. Rhodococcus sp. BH4 bakterisi literatiir arastirmalari
sonucunda bilinen yiksek quorum quenching (QQ) aktivitesine sahip bakteri
gruplarindan biridir. Rhodococcus sp. BHs bakterisinin atik su ortamma ilavesi
korunakli bir medya igerisinde olmalidir. Rhodococcus sp. BHs bakterisinin
deformasyon siiresi uzun, bakteriyel yasam kosullarin1 saglayan bir medya icerisinde
olmas1 ortamda quorum quenching (QQ) aktivitesinin uzun siire korunmasinin temel
kosullarindan biridir. En uygun immobilizasyon medyasi bulunarak ilerleyen

calismalara fikir sunmak amaci ile tez ¢alismalart yapilmistir.



1.2 Tezin Kapsam

Tez c¢alismast kapsaminda quorum quenching membran biyoreaktorlerde
biyotikanmay1 onlemek amaci ile ¢esitli immobilizasyon medyalarinin iiretimi ve
karsilastirilmas1 yapilmistir. Toplamda 6 farkli immobilizasyon medyas1 cesiti
iiretilmistir. Uretimler optimize edildikten sonra bakteri ekimi ve ¢ogaltilmast ile ilgili
calismalar yapilmistir. Immobilizasyon medyalar1 bakterisiz ve bakterili olarak
iretilmistir. Bakterisiz medyalara kontrol medya adi verilirken bakterili medyalara
QQ-medya adlandirmasi yapilmistir. QQ-medya ve kontrol medyalarda karsilagtirmali
olarak QQ aktivitesi incelenmistir. Bunun yani sira Rhodococcus sp. BH4 bakterisi ve
Escherichia Coli (E. coli) bakterisinin QQ aktiviteleri de incelenmistir. Uretilen
medyalarin mekanik dayanimini incelemek i¢in reaktdr igerisinde dayanim testi
yapilmistir. Porozite deneyi ile sonuglar anlamli bir bicimde birlestirilerek
yorumlanmigtir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Fourier Doniistimlii

Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR) sonuglari da alinarak teze eklenmistir.



2. LITERATUR CALISMASI

2.1 Membran Biyoreaktor ve Biyotikanma

2.1.1 Membran biyoreaktor

Membran biyoreaktér (MBR), aktif ¢amur prosesini membran ayirma prosesi ile
birlestirir. Reaktor, geleneksel bir aktif ¢amur prosesine benzer sekilde calistirilir,
ancak ikincil aritmaya ve kum filtrasyonu gibi {iglinciil aritma agamalarina ihtiyaci
ortadan kaldirir. Diislik basingli membran filtrasyonu, mikrofiltrasyon (MF) veya
ultrafiltrasyon (UF), atik suyu aktif ¢amurdan ayirmak i¢in kullanilir (Melin ve
digerleri, 2006).

Geleneksel aktif camur sistemlerine kiyasla MBR teknolojisinin baglica avantajlar
vardir. Bunlardan ilki reaktor hacminin geleneksel aktif camur sistemine goére daha
diisiik olmasidir. Bu durum kisitli alan bulunan tesislerde kapasite artigini tolere etmek
acisindan Onem tasir. Bir diger avantaj ise olusan ¢amur miktarinin azalmasidir.
Camurun bertaraf edilmesi gerektigi i¢in miktarinin azalmasi avantaj saglar. Membran
biyoreaktorlerde ¢ikis suyu kalitesi de oldukca yiiksektir. Bu durum da membran
biyoreaktdr sistemlerinin Onemli avantajlarindan bir digeridir. Membran
biyoreaktorlerin dezavantajlari incelendiginde ©6n plana ¢ikan konu maliyettir.
Membran biyoreaktor sistemlerinin kurulumu ve galistirilmasi geleneksel aktif camur
sistemlerine kiyasla daha pahalidir. Membran hassas bir malzeme oldugu igin
sistemleri izleme sikligt ve membran bakimi da dezavantaj olarak 6n plana ¢ikar

(Melin ve digerleri, 2006).

Membran yiizeyinde kek olustugunda, kek tabakasi filtrasyon i¢in ek bir direng sunar.
Kek tabakasinin gecirgenligi, aki, elektrostatik etkilesimler ve pargacik boyutundan
etkilenebilir (Le-Clech ve digerleri, 2006). Membran yiizeyinde olusan kek tabakasi
filtrasyon sirasinda akinin azalmasma sebep olur. Bunun baslica nedeni membran
kirlenmesidir.  Membran  kirlenmesinin ~ kontrol  edilmesi, bir MBR'nin
calistirilmasindaki kilit konudur. Membran kirlenmesi, hidrodinamik kosullardan,

membran tipi ve modiil konfigiirasyonundan ve mikrobiyal metabolizma tarafindan



tiretilebilen daha yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklerin varligindan énemli 6lgiide

etkilenir (Melin ve digerleri, 2006).

2.1.2 Membran tikanmasi/biyotikanma

MBR teknolojisinin giin gectikge ¢esitli alanlarda kullanimi yayginlagmaktadir.
Membran sistemlerinin hizli bir sekilde yayginlasmasinin nedenleri arasinda;
membran maliyetlerin diismesi, membran konusunda yapilan ¢aligmalarin artmasi,
membran iiretici firmalarin ¢ogalmasi gosterilebilir. Ama her aritim teknolojisinde
oldugu gibi MBR teknolojisinin de kisitlayic1 bazi etkenleri bulunmaktadir.
MBR’lerde membranlarin isletim sirasinda tikanmasi MBR’lerin hem kentsel hem de
endistriyel atiksu aritiminda daha yaygin uygulanmalarindaki en 6nemli engellerden
biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Membranlardaki tikanma membran permeabilitesini
sinirlandirir. Diger bir deyimle, birim transmembran basincina karsilik membrandan
gecen akinin, dolayisiyla da, birim membran alani bagina aritilmis temiz su iiretiminin
azalmasina neden olur. Membran tikanmalar1 mekanik anlamda kabaca ikiye ayrilir:
geri doniisiimlii (yiizeyde olusan jel ve kek tabakasinin havalandirma veya fiziksel geri
yikama ile giderilmesi) ve geri doniisiimsiiz (¢ozlinmiis veya kolloidal maddelerin
adsorbsiyon sonucu goézenek iginde birikimi ve gozenegi tikamasinin kimyasal

temizleme ile giderilmesi). Membran tikanma mekanizmasi sekil 2.1°de yer

almaktadir.
a b '
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Sekil 2.1 : MBR’lerde membran tikanma mekanizmasi: (a) por tikanmasi ve (b) kek

tabakas1 (Meng ve digerleri, 2009).

Kirlenme karmasik bir mekanizmadir ve tam olarak anlagilamamustir. Sekil 2.2°de
gorildiigli iizere tiim islemler ve ortam kosullar1 birbiriyle iliskilidir ve bu
parametreler tikanmayi bircok yonden degistirebilir. Temel olarak, besleme
cozeltisinin  Ozelliklerine (konsantrasyon, pH ve vs.), membran 0&zelliklerine
(hidrofobiklik, yiik, piirtizliilik, gozenek boyutu, porozite) ve isletme kosullarina
(sicaklik, basing, ¢apraz akis hizi) baglidir.
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Sekil 2.2 : MBR parametreleri ile tikanma arasindaki iliski (Ghasemzadeh Momen,
2015).

MBR’lerde tikanma problemine etki eden faktérlerden biri MBR’nin isletme
sartlaridir. Biitlin membran proseslerde oldugu gibi MBR“lerde de aki arttik¢a tikanma
orani artmaktadir. Bu sebeple isletme akisi segerken membran alani gibi bazi 6nemli
noktalara dikkat edilmelidir. Sabit aki ve transmembran basincinda (TMP)
strdardlebilir membran gecirgenlik seviyesindeki isletim limiti “kritik aki” olarak
tanimlanmaktadir. MBR’ler kritik akidan diisiik akilarda isletilmekle beraber, kritik
akinin tizerinde bir aki1 degerinde isletildiginde TMP oldukca artar. Bu nedenle ¢ok sik
periyodik yikama ya da temizleme yapilmasi gerekir. Ayrica, biyolojik aritim,
floklarin karigmasit ve membran yiizeyinden Kkirliliklerin siyrilmasi i¢in de

havalandirma islemi gerekmektedir (Agtas, 2014).

Membranin tikanmasina dogrudan etki eden diger bir parametre ise membranin
fizikokimyasal karakteridir. Protein vb. gibi hidrofobik maddelerin ylizeyde
birikmesini ve buna bagli olarak tikanma probleminin azalmasini saglamak igin,
membranlar {iretilirken membran ylizeyinin hidrofilik olmasi biiyiik 6nem tasir.
Bununla birlikte, por capinin membran tikanmalar1 {izerindeki etkisi besleme

¢ozeltisinin karakteristigi ile gii¢lii bir sekilde baglantilidir, 6zellikle partikiil dagilimi



6nemlidir. Camur yast (SRT) da MBR'lerin tikanmasini etkileyen operasyonel
parametrelerden biridir. Uzun SRT degerlerinde, artan Karigik sividaki (¢amur) askida
katt madde (MLSS) seviyeleri membran tikanmasina, membran kirlenmesine ve
havalandirma veriminin diismesine neden olur. SRT’nin MLSS ve Hiicre disi
polimerik maddenin (EPS), fraksiyonel konsantrasyonlari kullanarak Kkirletici
egilimini belirlemede temel parametreler oldugu bilimsel ¢alismalar tarafindan ortaya
konmustur. Buna gore; kirlilik i¢erigini en aza indirerek, oksijen transfer verimliligini
derecede yeterince yuksek tutarak ve membran kirlenmesini yonetilebilir bir seviyede

tutarak optimal SRT tahmin edilebilir.
Pratikte kirlenme ve tikanma kontrolii genel olarak 5 ana strateji ile sinirlanmaktadir.
e Besleme akiminin 6n aritimi,
e Kimyasal ve fiziksel temizlik,
e Akmin disiiriilmesi,
e Havalandirmanin arttirilmasi,
e Karnigik stvinin kimyasal ya da biyokimyasal olarak modifiyesi.

Yukaridaki tiim stratejiler tam 6lgekli MBR isletimi i¢in uygulanabilir (Judd & Judd,
2006).

Genel olarak geri donilisii olmayan kirlenme, kimyasal temizleme dahil higbir
yontemle giderilemeyen kirlenme olarak tanimlanmistir. Ancak, daha onceki bazi
caligmalar, geri doniisii olmayan kirlenmeyi, kimyasal temizleme ile giderilebilen
ancak fiziksel temizleme ile giderilemeyen kirlenme olarak tanimlamigtir. Burada {i¢
tir kirlenme tanimliyoruz: giderilebilir kirlenme, giderilemeyen kirlenme ve geri
dondiiriilemez kirlenme. Giderilebilir kirlenme, fiziksel temizleme (6rn; geri yikama)
uygulanarak kolayca ortadan kaldirilabilirken, giderilemeyen kirlenmenin ortadan
kaldirilmas1 i¢in kimyasal temizleme gerekir. Giderilebilir Kirlenme ve tersine
cevrilebilir kirlenme aynmidir. Giderilebilir kirlenme, gevsek bir sekilde baglanmis
tikanikliklardan kaynaklanir; bununla birlikte, giderilemeyen kirlenmeye filtrasyon
sirasinda gozenek tikanmasi ve giiglii bir sekilde yapisan tikanikliklar neden olur. Geri
dondiiriilemez kirlenme, herhangi bir yaklasimla giderilemeyen kalic1 bir kirlenmedir.
Sonug¢ olarak; giderilebilir kirlenme kek tabakasinin olusumuna atfedilirken

giderilemeyen kirlenme ise gbzenek tikanmasina baglanir (Meng ve digerleri, 2019).



2.2 Yetersay1 Etkisi (Quorum Sesing) ve Yetersayr Etkisinin Azaltilmasi

(Quorum Quenching)

2.2.1 Yetersayi etkisi (quorum sensing)

Birgok bakteri izole varliklar olarak yasamaz, bunun yerine topluluklar olarak var olur.
Kimyasal sinyaller iireterek ve bunlara tepki vererek iletisim kurabilirler. Bu tiir
hiicreler arasi iletisimin iyi karakterize edilme durumuna ¢ekirdek/yetersay: algilama
(QS) denir. QS, bakterilerin popiilasyon hiicre yogunlugunu tespit ettigi ve bu bilgiyi
gen ekspresyonunu buna gore diizenlemek i¢in kullandig: siire¢ olarak tanimlanir.
Bakteri hiicreleri, popiilasyon arttikca cevrelerinde biriken, genellikle yayilabilen,
diisitk molekiiler agirlikli sinyal molekiilleri tiretir. Molekiil konsantrasyonu bir esik
degerini astiginda, sinyal yollar1 aktive olur ve bakteriler, popiilasyon boyunca uyumlu
bir sekilde gen ekspresyonunu degistirerek ve fizyolojik siire¢leri modiile ederek yanit
verir. QS ile bu stire¢ diizenlenir. Grup davranist 6rnekleri arasinda viriilans, ikincil
metabolitlerin liretimi (antibiyotikler dahil), sporiilasyon ve biyofilm olusumu
sayilabilir. En ¢ok ¢alisilan hiicreler arasi sinyaller ise Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakterilerdir (Coulthurst ve digerleri, 2002). Quorum Sensing (QS), ¢esitli fizyolojik
fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in hem Gram-negatif hem de Grampozitif bakteriler
tarafindan kullanilir. Sinyal sistemleri iki paradigmatik sinifa ayrilabilir: Gram negatif
bakterilerde LuxI/LuxR tipi sinyal algilama sistemleri ve Gram pozitif bakterilerde
oligopeptit/iki bilesenli tip sinyal algilama devreleri Gram-negatif bakterilerde, Luxl|
benzeri proteinler, spesifik asilhomoserin lakton (AHL) otoindiikleyicilerinin
uretilmesinden sorumlu enzimlerdir. Her bir Gram-negatif bakteri turu, benzersiz bir
AHL veya benzersiz bir AHL kombinasyonu iiretir (eger birden fazla LuxI tipi
proteine sahipse). Sonug olarak, yalnizca ayni tiirlin {iyeleri onu tanir ve yanit verir.
AHL saptamasi ve sonraki gen ekspresyonunun degistirilmesine, ayni1 kokenli bir
LuxR proteini aracilik eder (Engebrecht ve digerleri, 1983). LuxI-yonlendirilmis AHL
sentezini takiben, otoindiikleyici hiicre i¢ine ve disina serbestge difiize olur (Kaplan
and Greenberg, 1985). Boylece, harici AHL konsantrasyonu, dahili (sitoplazmik) AHL
konsantrasyonuna esdegerdir ve artan hiicre yogunlugu ile orantili olarak artar. Bir
esik AHL konsantrasyonu elde edildiginde, otoindiikleyici sitoplazmik karsiligi LuxR
proteini ile baglanabilir. Aynm1 kokenli bir AHL ile etkilesim {izerine, bir LuxR tipi
protein, spesifik DNA promotdr elemanlarini baglar ve asagi akis hedef gen

transkripsiyonunu aktive eder (Fuqua ve digerleri, 1994). AHL-LuxR etkilesimleri



oldukca spesifiktir ve bu nedenle AHL-LuxR aracili hiicre-hiicre iletisimini kullanan
karisik bakteri popiilasyonlarinda son derece sinirli ¢apraz konusma oldugu

gorulmektedir.

Gram-negatif bakterilerin tam tersine, Gram-pozitif bakterilerin AHL aracil1 sinyal
algilamay1 kullandig1 hi¢bir zaman gosterilmemistir. Bunun yerine, Gram-pozitif
bakteriler, oligopeptid otoindiikleyicileri yapar ve gevrelerine tasir. Oto-indikleyici
peptitler (AlIP'ler) olarak da bilinen bu oligopeptitler tipik olarak 5-17 amino asitten
olusur ve bazen olagandisi yan zincir modifikasyonlar1 igerir (Lazazzera and
Grossman, 1998). AlP'lerin algilanmasma iki bilesenli duyusal iletim sistemleri
aracilik eder. Iki bilesenli sistemler, cok ¢esitli Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakterilerde bulunur. Bu devreler, ¢ok ¢esitli hiicre dis1 ipuglarindaki dalgalanmalari
tespit etmekten ve degisen bir ortama tepki olarak gen ekspresyonunu uygun sekilde
module etmek icin bu duyusal bilgiyi hiicreye iletmekten sorumludur (Hakenbeck and
Stock, 1996). Yapilan son aragtirmalar, quorum sensing mekanizmasinin hem tiirler
aras1 hem de tiirler icerisinde yer alan hiicre-hiicre iletisimi etkiledigini ve bakterilerin
karmagik topluluk yapilarini meydana getirmesinde etkili oldugunu gosterir (Bassler,
1999). Bakterilerin ¢ok htcreli bir organizma gibi sosyal etkilesimler i¢in bir grup
olarak iletisim kurma ve davranma yetenegi, bakterilere konak kolonizasyonu,
biyofilm olusumu, rakiplere kars1 savunma ve degisen ortamlara uyum konusunda
onemli faydalar saglar (Li ve Tian, 2012). AHL tarafindan kontrol edilen davranislar
cizelge 2.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1 : AHL ve kontrol ettigi davranislar (Williams, 2007).

Organizma AHL ler Fenotip
Aeromonas C4-HSL, C6-HSL Biyofilmler, ekzoproteazlar,
hydrophila zehirlilik
Aeromonas C4-HSL, C6-HSL Ekzoproteazlar
salmonicida

Agrobacterium 3-Ox0-C8-HSL Plasmid eslenmesi
tumefaciens

Agrobacterium C14 : 1-HSL, 3-0x0-C16 : Zehirlilik

vitiae 1-HSL




Cizelge 2.2 (devam) : AHL ve kontrol ettigi davranislar (Williams, 2007).

Organizma

AHL ler

Fenotip

Acidithiobacillus

ferrooxidans

Burkholderia

cenocepacia

Burkholderia

pseudomallei

Burkholderia mallei
Chromobacterium
violaceum

Erwinia carotovora

Pantoea (Erwinia)
stewartii
Pseudomonas

aeruginosa

3-Hydroxy-C8-HSL, 3-
hydroxy-C10-HSL, C12-
HSL,

3-hydroxy-C12-HSL, C14-

HSL, 3-ox0-C14-HSL,
3-hydroxy-C14-HSL, 3-
hydroxy-C16-HSL
C6-HSL, C8-HSL

C8-HSL, C10-HSL, 3-
hydroxy-C8-HSL,
3-hydroxy-C10-HSL, 3-
hydroxy-C14-HSL
C8-HSL, C10-HSL
C6-HSL

3-Ox0-C6-HSL

3-0Ox0-C6-HSL

C4-HSL; C6-HSL, 3-oxo-
Cl12-HSL

Bilinmiyor.

Ekzoenzimler, biyofilm
olusumu, toplu yer
degistirme, siderofor,
zehirlilik.

Zehirlilik, ekzoproteazlar.

Zehirlilik.
Ekzoenzimler, siyandr,
pigment
Karbapenem, ekzoenzimler,
zehirlilik.
Ekzopolisakkarit.

Ekzoenzimler,
ekzotoksinler, protein
sekresyonu, biyofilmler,
toplu yer degistirme,
sekondermetabolitler,4-
kinolonsinyallesmesi,

zehirlilik.




Cizelge 2.3 (devam) : AHL ve kontrol ettigi davranislar (Williams, 2007).

Fenotip

Organizma AHL ler
Pseudomonas C6-HSL
aureofaciens
Pseudomonas C6-HSL

chlororaphis

Pseudomonas 3-Ox0-C10-HSL, 3-oxo0-
putida C12-HSL
Pseudomonas 3-Ox0-C10-HSL

fluorescens

Pseudomonas 3-Ox0-C6-HSL
syringae
Rhizobium Cl4: 1-HSL, C6-HSL, C7-
leguminosarum HSL, C8-HSL,
bv. viciae 3-0x0-C8-HSL, 3-hydroxy-
C8-HSL
Rhodobacter 7-cis-C14-HSL

sphaeroides
Serratia sp. ATCC
39006

Serratia

C4-HSL, C6-HSL
C4-HSL, C6-HSL

liquefaciens MG1

SS-1 C6-HSL, 3-0x0-C6-
HSL, C7-HSL, C8-HSL

Serratia marcescens

Fenazinler, proteaz, koloni
morfolojisi, bir araya
gelme, kok kolonizasyonu.

Fenazin-1-karboksamid.

Biyofilm geligimi.

Mupirosin.

Ekzopolisakkarit, yuzme
hareketliligi, zehirlilik.
Kok nodilasyonu/simbiyoz,
plasmidtaginima,
Buyime inhibisyonu;
duragan faz uyumu.

Bir araya gelme.

Antibiyotik, pigment,

ekzoenzim.

Toplu yer degistirme,
ekzoproteazlar, biyofilm
gelisimi, biyo-ylzey aktif

madde.
Kayma hareketi, biyo-yuzey
aktif madde, pigment,

niikleaz, tasinim sikligz.
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Cizelge 2.4 (devam) : AHL ve kontrol ettigi davranislar (Williams, 2007).

Organizma AHL ler Fenotip
Yersinia C6-HSL, 3-0x0-C6-HSL, 3- Yiuzme hareketi ve toplu yer
enterocolitica 0x0-C10-HSL, degistirme.
3-0x0-C12-HSL, 3-oxo-
Cl4-HSL
Yersinia C6-HSL, 3-0x0-C6-HSL, Hareketlilik, bir araya
pseudotuberculosis C8-HSL toplanma.

Biyolojik bozunma ve membran sistemlerinin birlesimi olan membran biyoreaktorler,
son yirmi yildan beri hem evsel hem de endiistriyel atiksu aritiminda ilgi gérmektedir.
Bununla birlikte, membran biyokirlenmesi, MBR pazarinin kapsamli biiylimesinde
hala 6nemli bir engeldir. Havalandirma hizi ve konumu, gevseme ve filtrasyon modu
ve geri yikama gibi hidrodinamik parametrelerdeki degisiklikler dahil olmak iizere
membran biyokirliligine neden olan faktorleri belirlemek ve ortadan kaldirmak i¢in
cesitli calismalar yapilmistir. Ileri molekiiler biyoteknikler ile gergeklestirilen son
caligmalarda membran iizerinde olusan kek tabakasinin porozite ve biyohacim gibi
karakteristiklerin membranin gecirgenlik kaybi ile ¢ok yakindan ilgisi oldugu
goriilmiistiir. Biyotikanmayi kontrol amagli malzeme, miihendislik ve kimyasal
yaklagimlar ile ¢aligmalar yapilmis fakat hepsinin biyofilm olusumunu engellemekle
ilgili smirlamalari olmustur. Son zamanlarda, enzimatik bozulma ve Quorum
Quenching yoluyla biyolojik temelli stratejiler, gelecekte kapsamli aragtirmalar1 hak

eden yeni uygun alternatifler olarak kabul edilmektedir (Magbool ve digerleri, 2015).

2.2.2 Yetersayi etkisinin azaltilmasi (quorum quenching)

Cevresel sistemlerde asir1 biyofilm olusumunu azaltmak icin ¢esitli sentetik veya
dogal ajanlar arastirtlmistir (Rabin ve digerleri, 2015; Yadav ve digerleri, 2017).
Ancak bu alternatifler, tam 6lgekli bir membran prosesinde uygulanamayacak kadar
pahalidir. Bu nedenle arastirmacilar son zamanlarda yeni biyolojik yaklasimlar
kullanarak mikrobiyal iletisim nedeniyle artan bakteriyel biyofilm olusumunu
engellemeye odaklanmiglardir (Grandclément ve digerleri, 2016; Oh & Lee, 2018).
Sinyal molekiilleri kullanilarak Quorum Sensing tarafindan indiiklenen mikrobiyal

grup davranislari, kontrolsiiz biyofilm biiyiimesini 6nemli 6l¢iide artirir. Bu sorunun
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ustesinden gelmek icin, sinyal molekillerinin inaktivasyonu i¢in Quorum Quenching
ad1 verilen yeni bir biyolojik kirlilik nleme stratejisi arastirilmistir (Choo ve digerleri,
2020). Bakteriler arasindaki iletisimi kesmeye dayanan QQ, son zamanlarda yenilikg¢i
bir yaklasim olarak biyofilm kalinligin1 kontrol etmek i¢in genis bir uygulama
bulmustur (Ergéon-Can ve digerleri, 2017). Sporiilasyon, biyofilm olusumu ve toksin
iretimi gibi bir¢ok viriilans mekanizmas1 QQ yaklagimi ile dnlenebilir. QQ, Quorum
Sensing olarak bilinen bakteriyel hiicreler arasi iletisimin inhibisyonu i¢in kullanilan
mekanizmadir. QS fenomeni, otoindiikleyiciler olarak adlandirilan kimyasal
sinyallerin konsantrasyonu, EPS {iretimi, hareketlilik, biyofilm olusumu ve benzeri
gibi cesitli bakteri davraniglarinin diizenlenmesini baglatan bir esik seviyesini
astiginda meydana gelir. QS etkilesimi ile iiretilen hiicre dis1 polimerik maddeler
(EPS) ve ¢ozunur mikrobiyal drinler (SMP), biyolojik kirlenmeye neden olan ana
faktor olarak kabul edilir. Mikrobiyal topaklarin ve biyofilmlerin aglomerasyonu i¢in
baglayict malzemeler olan EPS, polisakkaritler, proteinler ve hiimik maddeler gibi
farkli organik molekiillerden olusur. Aktif ¢amurda EPS iiretiminden gram negatif
bakteriler tarafindan algilanan AHL'ler bazli ¢ekirdek sorumludur. Ayrica, gram
pozitif bakteriler ve baz1 evrensel otoindiikleyiciler tarafindan tiretilen oligopeptitler,
membran ylizeyi tlizerinde biyofilm seklinde yiiksek derecede isbirlik¢i kolonilerin

gelismesine yol acar.
QQ, ii¢ temel yaklagimla saglanabilir:

(1) Sinyal molekullerinin sentezlenmesinin engellenmesi
(i) Sinyal molekiillerinin algilanmasinin engellenmesi

(iii)  Ortamdaki sinyal molekullerinin degredasyonu (Turan & Engin, 2018).

QS kontrolunin, QQ-enzim ve mikroplarin eklenmesine dayali olarak MBR'de
membran kirlenmesini azalttigi rapor edilmistir (Kim ve digerleri, 2018). AHL
laktonazlar, AHL oksidorediktazlar, AHL asilazlar, dekarboksilaz, paraoksonaz,
deaminaz ve benzeri gibi ¢esitli QQ enzimleri vardir (Iorhemen ve digerleri, 2017).
Kirlenmeyi azaltmak i¢in ilk enzimatik tabanli QQ c¢alismasi, AHL'leri hidrolize
edebilen ve EPS konsantrasyonunda azalmaya ve membran kirlenmesini dnleyerek
onlar1 inaktive edebilen bir domuz bobrek asilazinin eklenmesiyle gerceklestirilmistir
(Yeon ve digerleri, 2009). Bu yontem, enzimin kisa katalitik 6mrt, siirekli kayb1 ve
onlar1 geri kazanmanin zorlugu gibi handikaplara sahiptir. Tamamlayic1 bir ¢aligma,

QQ asilazin bir manyetik tasiyici lizerinde immobilizasyonundan olusur ve Onceki
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caligmaya kiyasla membran tikanmasinda stabil bir azalma gosterir (Yeon, Lee, ve
digerleri, 2009). Ek olarak, ayn1 QQ enzimi, membran yiizeyine dahil edildiginde
biyofilm olgunlagmasini engelleyebildigi gozlemlenmis. Sadece az miktarda EPS,
mikrokoloni ve planktonik bakteri membran ylizeyinde kaldigi ifade edilmistir (J.-H.
Kim ve digerleri, 2011). Benzer sekilde, asilazin sodyum aljinat kapsiillerine
immobilizasyonu sadece membran kirlenmesini degil, aynm1 zamanda ¢amur
Ozelliklerini de etkiler. Camur ¢okelebilirligini arttirir, partikiil boyutunu azaltir, zeta
potansiyelini arttirir ve EPS ve SMP'lerin 6zelliklerini ve fonksiyonunu degistirir
(Jiang ve digerleri, 2013). Enzim kullanimi farkli zorluklar dogurur; bunlar arasinda
en onemli iki tanesi yliksek maliyeti ve diislik stabilitesidir. Bu nedenle ¢alismalar,
membran kirlenmesinin inhibisyonu i¢in QQ bakterilerinin kullanimina daha fazla
odaklanmustir. E. coli bakterileri ve Rhodococcus sp. BHa gibi QQ bakterilerinin
mikrobiyal bir damar icinde kapsillenmesi, membran yiizeyine mikrobiyal
baglanmada Onemli bir azalma gostermektedir (Oh ve digerleri, 2012). QQ
bakterilerinin, 0zellikle Rhodococcus sp. BH4'lin serbest hareket eden aljinat
boncuklari ile tutulmas1 hem biyolojik QQ etkileri hem de hiicre boncuklarinin fiziksel
stirtlinmesi nedeniyle membran kirlenmesini azaltir. Bu yontemin, gerg¢ek atiksu
aritma tesislerinde pratik uygulamalarina ek olarak, kritik bir TMP'ye ulagsmadan 6nce
MBR'in c¢alisma siiresini 10 kat arttirdigir kanitlanmistir (S.-R. Kim ve digerleri,
2013). Calismada, 35 L etkin hacme sahip pilot 6l¢ekli bir MBR'de test edilmis olup,
Rhodococcus sp. BH4 daha uzun bir filtrasyon suresi (kontrol MBR'sinden yedi kat
daha yiiksek), membran kirliliginde azalma, AHL {tretimi ve EPS konsantrasyonu,
gelismis ¢amur susuzlastirma ve uzun siireli TMP artis1 ile sonuglanmistir (Magbool
ve digerleri, 2015). QQ ile ilgili benzer bir caligmada, diisiik havalandirma
yogunlugunda (0.03 m® /sa) enerji tiikketiminin, daha yiiksek havalandirma hizina (0.12
m3 /sa) sahip baska bir kosula kiyasla yaklasik %27 oraninda azaldig bildirilmistir.
Boylece mikrobiyal veseller, membran kirlenmesinin azaltilmasi ve enerji tasarrufu
izerinde basarili sinerjik etki gostermistir (Weerasekara ve digerleri, 2014). Farkli bir
calismada, mikrobiyal veselin QQ aktivitesi, mikrobiyal veseller i¢indeki QQ
bakterilerinin surekli yenilenmesi nedeniyle yaklasik 100 giin boyunca uzun vadeli
etkinlik gosterdigi gozlemlenmis. Ek olarak, mikrobiyal vesel konumundan bagimsiz
olarak QQ mikrobiyal vesellerin kirlenmesini hafifletme islemi gergeklestirilmistir ve
en yiksek QQ etkisinin membrana en yakin mesafe i¢in kaydedildigine dikkat

cekilmistir (Jahangir ve digerleri, 2012). QQ aracil1 biyolojik kirlilik kontroliiniin uzun
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vadeli etkisi, tipik mikrobiyal damar boyutundan daha buyuk olan bakteri hicresinin

boyutuyla ilgilidir. Bu sekilde, QQ bakterileri mikrobiyal vesel tamamen tutulurken,

besinler ve otoindikleyici molekuller, mikrobiyal vesel gézeneklerinden serbestce

gegcebilir (Cheong ve digerleri, 2014). Yakin tarihli bir ¢alisma, Rhodococcus sp. BH4
iceren QQ boncuklar1 kullanan bir MABR'de biyofilm kalinliginin kontrolii hakkinda

yenilikgi bilgiler saglamistir (Taskan ve digerleri, 2020). Veriler, QQ stratejisinin bir

Membran aerobik biyoreaktor (MABR)’de biyofilm kalinlig1 kontrolii i¢in etkili

oldugunu ve gelecekteki arastirmalar i¢in Ongorii sagladigini gostermistir. Biyofilm

kalinligmin QQ yoluyla basarili bir sekilde azaltilmasi veya kontrolii, pilot dlgekli

veya biiylik olgcekli MABR'de biyofilm kalinligin1 yonetmek icin yeni ve etkili bir

strateji saglayabilir. Bu nedenle biyofilm kalinligin1 kontrol etmek icin daha etkin QQ

aktivitesine sahip bakteri arayislari baslamistir. Aktif camurdan izole edilen QQ

mikroorganizmalar ¢izelge 2.2°de yer almaktadir.

Cizelge 2.5 : Aktif camurdan izole edilen QQ mikroorganizmalari.

Enzim veya aktif Kaynak Substrat Ref.
madde
AHL laktonaz Rhodococcus sp. BH4 C6, C7, C8, C10, (Oh ve digerleri,
30C6, 30C8 2012)
AHL laktonaz Bacillus C8, C10, C12,C14, (Khan ve digerleri,
methylotrophicus sp. 30C6, 30C12 2016)
WY
AHL laktonaz Bacillus sp. T5 C8 (Giil ve digerleri,
2018)
AHL laktonaz Enterococcus sp. C4, C6 (Ham ve digerleri,
HEMM-1 2018)
AHL asilaz Delftia sp. T6 C8 (Giil ve digerleri,
2018)
AHL asilaz Acinetobacter sp. C10 (Ochiai ve
Ooi24 digerleri, 2013)
Kaltir Pseudomonas sp. 1A1 C6, C8, C10, C12, (Cheong ve

suipernatanti

30C12

digerleri, 2013)




Cizelge 2.6 (devam) : Aktif camurdan izole edilen QQ mikroorganizmalari.

Enzim veya aktif Kaynak Substrat Ref.
madde
Kaltar Staphylococcus sp. ML- 30C6 (A.-L. Kim ve
slipernatanti 1 digerleri, 2014)
Kltir Micrococcus sp. SY-1 C6 (A.-L. Kim ve
stipernatanti digerleri, 2014)
Kaltar Pseudomonas sp. SS-1 C6 (A.-L. Kim ve
slipernatanti digerleri, 2014)
Hiicre lizati Afipia sp. MS-1 30C6 (A.-L. Kim ve
digerleri, 2014)
Hiicre lizati Acinetobacter sp. HMS- C6 (A.-L. Kim ve
1 digerleri, 2014)
Hiicre lizat1 Streptococcus sp. SL-2 30C6 (A.-L. Kim ve
digerleri, 2014)
Butiin hucre Rhodococcus sp. B5 C6 (A.-L. Kim ve
digerleri, 2014)
Butln hiicre Microbacterium sp. C6 (A.-L. Kim ve
HSY-2 digerleri, 2014)
Kltir Acinetobacter sp. DKY- Al-2 (DPD, 4,5- (Lee ve digerleri,
slipernatanti 1 dihydroxy-2,3- 2018)
(hidrofilik, <400 pentandione)
Da)
Farnesol Candida albicans Blockage of LuxS (Lee ve digerleri,

Tupl/Tupl

synthesis

2016)
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Sekil 2.3 : Biyolojik kirlilik kontrolii i¢in QS sinyal yollar1 ve olas1 QQ stratejileri
(Jiao ve digerleri, 2020).

2.3 immobilizasyon Medyasi ve QQ-Membran Biyoreaktor

2.3.1 immobilizasyon medyas1 tanimi

MBR'lere dozlanan serbest enzimlerin kaybin1 6nlemek i¢in QQ enzimlerinin (6rn.,
asilaz veya laktonaz) ortam iizerine dogrudan fiksasyonu (kaplama veya gomme) sekil
2.4’de goriildiigii tizere gerceklestirilmistir. Domuz bobrek asilaz 1, yiikli polimerlerin
ve enzimlerin kademeli olarak katman katman biriktirilmesi yoluyla hazirlanan bir
manyetik ortam lizerine immobilize edilmistir (Yeon, Lee, ve digerleri, 2009).
Anyonik polistiren silfonat, ardindan katyonik kitosan, ticari olarak temin edilebilen
Orica manyetik iyon degisim reg¢inesi lizerinde biriktirilmistir, ardindan glutaraldehit
kullanilarak nihai capraz baglama ile tabaka iizerinde asilaz adsorbe edilmistir.

Boylelikle manyetik enzim tasiyici elde edilmistir.
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Sekil 2.4 : QQ MBR'ler i¢in gelistirilmis ve test edilmis QQ ortaminin tiirleri ve
yapilar1 (Jiao ve digerleri, 2020).

Asilaz, yiksek oranda biyouyumlu bir malzeme olarak bilinen aljinat polimerleri
icinde kapsiillenmistir. Asilaz ve sodyum aljinat karisimi, iyon degisim reaksiyonlari
yoluyla katilagmak ve kiiresel aljinat tanecikleri olusturmak i¢in kalsiyum kloriir
(CaCly) gozeltisine damlatilmistir. (Jiang ve digerleri, 2013). Asilaz-kapsilleyen
aljinat taneciklerinin, bir MBR'de biyolojik kirlenmeyi azalttig1 ve hem karisik likdrde

hem de biyolojik kekte ¢oziinilir mikrobiyal tiriinleri ve EPS'y1 azalttig1 belirlenmistir.

QQ enzimleri (domuz bobrek asilaz I) dogrudan membran yiizeyi iizerine immobilize
edilmistir (J.-H. Kim ve digerleri, 2011). Citosan ve asilazdan olusan bir karisim, pH
seviyesi ~10'a ayarlandiginda kiimeler olusturmustur, bu daha sonra diiz tabakal1 bir
poliamid nanofiltrasyon membranina yiiklenmistir ve agregalari basing altinda
biriktirmek i¢in membrandan siiziilmiistiir. Birakilan katman, zarin istiinde asilazla
hareketsizlestirilmis bir katman olusturmak i¢in glutaraldehit kullanilarak c¢apraz
baglanmistir. Yiizeydeki biyolojik kirlenmeyi etkin bir sekilde kontrol edebilen
biyokatalitik membranlar, bakteriyel QS'nin enzimatik inhibisyonu igin gelistirilmistir
(T. H. Kim ve digerleri, 2018).

17



Rekombinant E. coli XL1-Blue'dan ekstrakte edilen laktonaz, bir enzim tasiyicisi
olarak kabul edilen mezogdzenekli silikaya immobilize edilmis olup enzim tastyiciy1

sinirlamak i¢in bir poliamid kumas kullanilarak bir QQ enzim torbas1 yapilmistir.

Daha pratik ve kararli QQ stratejileri icin QQ bakterisi tagiyan birkag farkli mikrobiyal
ortam tlirii gelistirilmistir. QQ bakterilerini zarlarin liimen tarafinda sinirlamak igin
polimerik veya seramik mikrofiltrasyon membranlarindan olusan bir kap

tasarlanmistir (Oh ve digerleri, 2012; Weerasekara ve digerleri, 2014).

Bir aljinat matrisinde QQ bakterilerini (Rhodococcus sp. BH4) tutan QQ boncuklari
gelistirilmistir (S.-R. Kim ve digerleri, 2013). Bu kiiresel boncuk, QQ bakterilerinin
tutulabilecegi genis bir i¢ bosluk alanina sahip gézenekli bir mikro yapiya sahiptir.
Aljinat boncugu, 1slak boncugun yogunlugu suyunkine benzer oldugu i¢in MBR'lerde
siv1 hareket ederken serbestce hareket edebilir. Bu nedenle, boncuklar zar yizeyi ile

temas edebilir ve boylece biyofilmi zar yuzeyinden temizleyebilir.

Aljinat QQ boncuklari, sentetik atiksu ile beslenen bir MBR'de biyolojik kirlenmeyi
basariyla azaltir, ancak gercek atiksu ile beslenen MBR'lerdeki uygulamalar icin
yeterli degildir. Bunun nedeni, aljinat taneciklerinin, tipik olarak tuzlar ve yiizey aktif
maddeler de dahil olmak tizere ¢ok cesitli bilesenler iceren gercek atiksu iginde
kolayca par¢alanmasidir. Aljinat boncuklar, mikrokapsilasyon olarak bilinen sentetik

polimerlerin bir kaplamasi ile giiclendirilmistir (S.-R. Kim ve digerleri, 2015).

Ortam tasarimlari, QQ bakterilerinin polimer pihtilasmasi1 ve ¢apraz baglama ile
tutuldugu biyouyumlu hidrojel polimerler (6rn., polivinil alkol (PVA)) kullanilarak
daha da gelistirilmistir (S.-R. Kim ve digerleri, 2013). Bir PVA ve sodyum aljinat
karisimi kullanilarak QQ boncuklarini gii¢lendirme girisiminde bulunulmustur (S. Lee
ve digerleri, 2016). PVA-aljinat kompozit QQ boncuklarinin mekanik mukavemeti,
yapiy1 ve QQ etkinligini en az 4 ay korumak i¢in yeterli olmustur ve bu, sahada pratik

kullanim potansiyellerini gostermistir.

QQ boncuklar1 aktif olmayan bir bdlgeye sahip oldugundan (6rnegin, bir QQ
boncugunun i¢ ¢ekirdek bolgesi), silindirler gibi daha verimli QQ ortam tasarimlart (S.
Lee ve digerleri, 2016) ve i¢i bos silindirler (S. H. Lee ve digerleri, 2016) gelistirilmis

ve test edilmistir.

Daha yakin zamanlarda, ~0.5 mm kalinliga sahip mobil QQ levhalarinin (1x1 cm), igi

bos fiber MBR'lerinde 3.5 mm capinda QQ boncuklarindan daha etkili oldugu
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bulunmustur, ¢linkii QQ levhalari membran fiberleri arasinda hareket edebilmistir ve
boylece membran yiizeylerini etkili bir sekilde temizledigi gorilmistiir (Nahm ve
digerleri, 2017).

2.3.2 QQ-Membran biyoreaktor

Hiicreler arasi sinyallesmenin biyofilm olusumu tlizerindeki etkisi, bir¢ok miihendislik
uygulamas1 (MBR'ler dahil) i¢in sinirlayici bir 6zellik ortaya cikarabilir. Ozellikle EPS
kaynaklt membran biyolojik kirlenmesinin 6nlenmesi, son yillarda arastirmacilarin
tizerinde durdugu ¢ok 6nemli bir konu olmustur. QS mekanizmasinin inhibisyonu
nispeten yeni bir yontem olmasina ragmen, stiphesiz MBR'lerde biyolojik kirlenmeyi
kontrol etmenin en dogru yollarindan biridir. Bu tiir QQ MBR uygulamalarinda birgok

farkli immobilizasyon ortam1 ve QQ tipi denenmektedir.

Mikrobiyal toplulugun biyolojik aktivitelerinden kaynaklanan farkli biyolojik
kirlenmeler yerinde yonetilerek en aza indirilebilir. QQ, membran biyolojik
kirlenmesini azaltmak igin uygun maliyetli ve kimyasal icermeyen bir ¢tzimddr.
Aerobik membran biyoreaktorlerde QQ turlerinin asil-homoserin laktonlarin yani EPS
salgilanmasindan sorumlu olan sinyal molekiillerinin gelismeyi baskilayabildigi
belgelenmistir. Boylece biyolojik kirlenme orani da azalir. Birgok QQ tiiriiniin basarili
izolasyonu, MBR'lerin uzun siireli ¢aligmas1 sirasinda bu tiirlerin 6nemli biyolojik

kirlenme olmaksizin yasayabilirligini ispatlamistir. (Liu ve digerleri, 2020).
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3. MATERYAL-METOT

3.1 Uriinlerin Hazirlanmasi

3.1.1 Bakteriyel suslar ve biiyiime kosullari

—
SIVI BESi YERI
HAZIRLAMA
) \
a
STOK KATI BESi YERI
HAZIRLANMASI HAZIRLAMA
\_
KAT'E;E%;:F'NE SIVI BESi YERINDE
EKiMIi/COGALTILMASI BAKTERI BUYUMESI
AN v
SIVI BESi YERINE

BAKTERI
EKiMIi/COGALTILMASI

Sekil 3.1 : QQ bakterisinin ekimi/ biiyiitiilmesi/ stok olusturulmasi dongiisii.

3.1.1.1 Stok olusturma

Eppendorf tiipler dnceden beher icerisinde otoklav cihazina birakilarak steril hale
getilir. Steril eppendorf laminer kabine almir. 350 uL gliserol eppendorfa eklenir.
Falcon igerisinden 350 uL biiyiitiilen bakteri ¢ozeltisi alinir ve eppendorfa eklenir.
Ardindan eppendorf kapagi sikica kapatilarak parafilm sarilir. Hazirlanan stoklara

mutlaka tarih ve isim eklenir. Stoklar buzlukta bekletilir.
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Sekil 3.2 : Otoklav cihazi.

Sekil 3.3 : Laminer kabin.

3.1.1.2 Siv1 besi yeri hazirlama

Cozelti sisesinde karisan Luria Broth (LB) ¢ozeltisi, kapagi biraz gevsetilerek otoklav
cihazina birakilir. Siseyi otoklavlamadan 6nce otoklav banti lizerine yapistirilir. Bu
bant steril ortamda siyah ¢izgili hale gelir. Cihaz ayarlanarak c¢alistirilir. Yaklasik bir

saat siiren sterilizasyon sonrasi cihaz agilarak sise alinir.

3.1.1.3 Kat1 besi yeri hazirlama

LB ve agar bir litrelik ¢ozelti i¢in gerekli miktarda alinarak karistiricida bekletilir.
Cozelti sisesinde karisan ¢ozelti, kapagi biraz gevsetilerek otoklov cihazina birakilir.

Yaklasik bir saat siiren sterilizasyon sonrasi cihaz acgilarak sise alinir.
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Sekil 3.4 : Kat1 besi yeri (agar).

3.1.1.4 Kat1 ve siv1 besi yerine bakteri ekimi

Daha onceden hazirlanan agar plakalarin {izerinde yer alan bakteriler pipet ucu ile
aliir. Falkon igerisine alinan yaklasik 10 ml’lik s1v1 besi yeri igerisine pipet ucu ile
beraber birakilir. inkiibatorde uygun sicaklik ve rpm ayarlanarak bakteriler blyimeye

birakilir. Bliylime gozlendiginde sivi ya da katiya ekim yapilabilir.

Sekil 3.5 : Bakterinin sivi besi ortaminda ¢ogaltilmasi.
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Sekil 3.6 : Inkiibator.

3.1.1.5 Buyuyen bakterinin s1vi besi ortaminda ¢ogaltilmasi

1 litrelik siv1 besi yeri dolaptan alinarak laminer kabine getirilir. Laminer kabin
hazith@ yapilir. Inkiibatorde bekletilen falkonlar alinarak laminer kabine getirilir.
Falkon igerisinde yer alan ¢ozelti pipet yardimiyla karistirilir. 5 ml ¢6zelti falkondan
almarak 1 litrelik sivi besi yerine aktarilir. Ardindan sivi besi yeri kapatilarak

inklibasyon banyosunda 30 derecede 24-48 saat araliginda bekletilir.

Sekil 3.7 : Siv1 besi yerinde bakteri cogaltilmasi.

3.1.1.6 BuyUyen bakterinin kat1 besi ortaminda cogaltilmasi

Falkonda yer alan bakteri ¢ozeltisinden 175 mikrolitre alinir ve agar plakaya dokiiliir.

Ardindan yayma teknigi ile agar lizerinde bakteri ekimi yapilir. Plaka etrafi parafilm
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ile sikica kapatilir. 30 derecede etiiv icerisinde 1 giin bekletilir. Bu islem stok

olustururken de yapilarak bakteri kontaminasyonu kontrolii yapmay1 da saglar.

Sekil 3.8 : Kat1 besi ortaminda bakteri ¢ogaltilmasi.

3.1.2 Kontrol boncuk Uretimi

3.1.2.1 Sodyum aljinat kontrol boncuk

Sodyum aljinat boncuklarin iiretimi su sekilde gerceklestirilir:

1.
2.
3.

%4 a/h’lik 100 mL sodyum aljinat ¢6zeltisi hazirlanir.

%3 a/h’lik 300 mL CaCl; ¢ozeltisi hazirlanir.

Aljinat su igerisinde topaklanacagi igin c¢ozelti hazirlanirken giiglii bir
karistirict kullanilmali ve miimkiinse aljinat suya azar azar ilave edilmelidir.
Bir karistiricinin tizerine de CaCl, ¢ozeltisi konulur.

Ardindan aljinat kurulan diizenek yardimi ile CaCl, ¢ozeltisine damlatilarak
boncuklar olusturulur.

Olusan boncuklar, 24 saat dolapta bekletilerek sertlesmeleri saglanir.
Ardindan onun i¢inden alinip fizyolojik su (serum fizyolojik) icerisinde ve oda

sicakliginda bekletilir.
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Sekil 3.10 : Sodyum aljinat boncuk tretimi.

Sekil 3.11 : Uretilen sodyum aljinat boncuklar.
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Sekil 3.12 : Sodyum aljinat boncuk boyutu.

3.1.2.2 Polivinil alkol (PVA) kontrol boncuk
PVA (Polivinil Alkol) boncuklarin iiretimi su sekilde gergeklestirilir:

ik,

%10 a/h’lik PVA + %] a/h’lik sodyum aljinat ¢ozeltisi 100 mL distile su ile
hazirlanir.

%S5 a/h’lik 500 mL borik asit ¢ozeltisi 1sitilicili karigtiricida hazirlanir.

%2 a/h’lik CaCl; tartilarak borik asit ¢cozeltisine ilave edilir. Isitict kapatilir,
karistirmaya devam edilir.

Hazirlanan ¢ozelti soguk su icerisinde bekletilerek sogutulur.

Hazirlanan diizenekte karistirici tizerlerine PV A ¢ozeltisi ve borik asit ¢ozeltisi
yerlestirilir.

Ardindan PVA ¢ozeltisi kurulan diizenek yardimu ile borik asit ¢ozeltisine
damlatilarak boncuklar olusturulur.

Olusan boncuklar, 24 saat dolapta bekletilerek sertlesmeleri saglanir.
Ardindan onun iginden alinip fizyolojik su icerisinde ve oda sicakliginda

bekletilir.

27



Sekil 3.13 : PVA boncuk Gretimi.

Sekil 3.14 : Uretilen PVA boncuklar.
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Sekil 3.15 : PVA boncuklarin boyutu.

3.1.2.3 Manyetik nanokompozit kontrol boncuk

Manyetik boncuklarin Uretimi icin 6ncelikle manyetik FezO4 partikili sentezlenir.

Fes04 partikiil sentezi su sekilde gergeklestirilir:

1.

a > w DN

1,64 gr demir (111) klorir heksahidrat + 0,58 gr demir (11) klorur tetrahidrat, 50
mL distile su igerisine eklenir.

Karstiricida 250-300 rpm araliginda 15 dakika karistirilir.

Cozeltinin pH’1 amonyak soliisyonu ile 10’a ayarlanir.

Isiticili karistiricida 85 °C’de 1 saat karistirilir.

Elde edilen ¢ozelti distile su ile yikanir, bekletildikten sonra iist faz ile alt faz
ayrilir.

Partikul iceren alt faz etiivde 2 giin kurumaya birakilir.
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Sekil 3.16 : Sentezlenen manyetik Fe3O4 partikili.

Manyetik boncuklarin iiretimi su sekilde gergeklestirilir:

-

. %4 a/h’lik 100 mL sodyum aljinat ¢ozeltisi hazirlanir.

2. 2,6 gr Fes04 partikili sodyum aljinat ¢ozeltisi icerisine eklenir. Su banyosunda
¢Ozelti karistirilir.

3. %3 a/h’lik 300 mL CaCl; ¢ozeltisi hazirlanir.

4. Hazirlanan boncuk diizeneginde bir tarafa manyetik boncuk ¢ozeltisi diger
tarafa ise CaCl» ¢Ozeltisi yerlestirilir.

5. Boncuk cozeltisi CaCl ¢ozeltisine damlatilarak boncuk olusturulur.

6. Olusan boncuklar, 24 saat dolapta bekletilerek sertlesmeleri saglanir.

7. Ardindan onun i¢inden almip fizyolojik su igerisinde ve oda sicakliginda

bekletilir.

Sekil 3.17 : Manyetik nanokompozit boncuk ¢ozeltisi.
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Sekil 3.18 : Uretilen manyetik nanokompozit boncuk.

3.1.2.4 Citosan manyetik kontrol boncuk

Citosan manyetik boncuklarin iiretimi su sekilde gerceklestirilir:

. 20 mL asetik asit hazirlanir. (%2)

1
2. 0,35 gram citosan asetik asit ¢ozeltisine eklenir. Ardindan 2 saat karigtirilir.
3.
4

Fes04 partikiiliinden 0,5 gr eklenir. Ardindan 1 saat karigtirilir.
1 M NaOH ¢ozeltisi hazirlanir. Boncuk ¢ozeltisi peristaltik pompa yardimi ile

NaOH ¢o6zeltisine damlatilir. Boncuk olusumu meydana gelir.
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Sekil 3.19 : Citosan manyetik boncuk ¢ozeltisi.

Sekil 3.20 : Citosan manyetik boncuk Uretimi.
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Sekil 3.21 : Uretilen ¢itosan manyetik boncuklarda goriilen miknatis etkisi.

3.1.2.5 Polietersulfon (PES) kaph sodyum aljinat kontrol boncuk

Polietersiilfon (PES) kapli sodyum aljinat boncuklarin {retimi su sekilde

gerceklestirilir:

1. %4 a/h’lik 100 mL sodyum aljinat ¢ozeltisi hazirlanir.

2. %3 a/h’lik 300 mL CaCl; ¢ozeltisi hazirlanir.

3. Sodyum aljinat su igerisinde topaklanacagi i¢in ¢ozelti hazirlanirken giiclii bir
karistirict kullanilmali ve mimkiinse sodyum aljinat suya azar azar ilave
edilmelidir.

4. Bir karigtiricinin tizerine de CaClz ¢Ozeltisi konulur.

5. Ardindan aljinat kurulan diizenek yardimi ile CaCl, ¢ozeltisine damlatilarak
boncuklar olusturulur.

6. Olusan boncuklar, 24 saat dolapta bekletilerek sertlesmeleri saglanir.

7. Ardindan onun i¢inden alinip fizyolojik su (serum fizyolojik) i¢erisinde ve oda
sicakliginda bekletilir.

8. %10 a/h’lik PES, 60 °C’de 24 saat boyunca N-Methyl-Pyrrolidone (NMP)
icinde ¢cozduruldr.

9. Polimerik ¢ozelti, tam karigtirma ve sogutma i¢in gece boyunca karistirilir.

10. Sodyum aljinat boncuklari, her bir polimerik ¢ozeltiye 30 saniye boyunca

daldirilir.
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11. Polimerik cozelti ile gevrili sodyum aljinat boncuk, 1 saat sureyle bir su

pihtilagma banyosuna daldirilir.

12. Kaplanan boncuklar 4 °C'de deiyonize suda saklanir.

Sekil 3.22 : Uretilen PES kapli sodyum aljinat boncuk.

3.1.2.6 Sodyum aljinat kontrol diiz plaka

Sodyum aljinat diiz plaka iiretimi su sekilde gergeklestirilir:

1.
2.
3.

%4 a/h’lik 100 mL sodyum aljinat ¢ozeltisi hazirlanir.

%5 a/h’lik 1000 mL CaCl: ¢6zeltisi hazirlanir.

Aljinat su igerisinde topaklanacagi igin ¢ozelti hazirlanirken giiglii bir
karistirict kullanilmali ve miimkiinse aljinat suya azar azar ilave edilmelidir.
Hazirlanan CaCl; ¢6zeltisi genis bir kaba bosaltilir.

Diiz plaka membran iiretiminde kullanilan cihaz agilir. Temiz bir cam plaka
cihaz iistiine yerlestirilir. Bigak kalinlig1 ayarlanir.

Hazirlanan sodyum aljinat bigak ile siiriicii parg¢a arasimna yeterli miktarda
dokiliir. Ardindan cihaz ¢alisir ve bigak cam tabaka {izerinde kayarak son
noktaya kadar sodyum aljinat1 esit bicimde yayar.

Cam plaka ile birlikte sodyum aljinat plakasi CaCl; ¢ozeltisinin yer aldig1 kaba
daldirilir. 30 dakika bekletilir.

30 dakika sonunda katilasan plaka camdan ayrilir ve farkli bir kap icerisine
alinir.

Olusan diiz plakalar, 24 saat boyunca CaCl, ¢Ozeltisi igerisinde dolapta
bekletilir. 24 saatin sonunda ise CaCl. ¢ozeltisi yerine fizyolojik su (Serum

fizyolojik) ile bekletilir.
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Sekil 3.24 : Uretilen sodyum aljinat diiz plaka.

3.1.3 QQ boncuk tretimi

Farkli immobilizasyon medya malzemeleri ile iiretilen tiim boncuklar ve diiz plaka,
optimum regetelerine uygun olarak ayni zamanda igerlerine bir QQ bakteri olan
Rhodococcus sp. BHs immobilize edilerek de tiretilmistir. Bakteri iceren medyalar igin

asagidaki ara islemler genel metodolojiye ek olarak gergeklestirilir:

1. Bakteri ile doldurulacak boncuklar icin igerisinde bakteri inkiibe edilmis ve

cogalmis olan s1v1 besiyeri santrifujlenir.

2. Ust stvis1 dokiiliip tekrardan 1 mL otoklavlanmis fizyolojik su ilave edilir.
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3. Her bir boncuga gelebilecek bakteri miktar1 hakkinda yaklasik bir bilgi sahibi
olabilmek igin bakteri sollisyonunun konsantrasyonu olgulr.

4. Bakteri soliisyonu ana medya malzeme ¢ozeltisi ile karistirilir.

Sekil 3.25 : Santifiijlenmis s1v1 besi yeri.

3.2 Karakterizasyon Analizleri

3.2.1 QQ aktivite testi

Biyoliiminesans cihazi QQ aktivite testi i¢in kullanilir. Cihazin kullanimi igin gerekli

adimlar asagida yer almaktadir.

1.

Distile su, izotonik su, s1v1 besi yeri ve gerekli tiim malzemeler otoklav yardimu ile

steril hale getirilir.

Spektinomisin ve tetrasiklin ¢6zeltisi hazirlanir.

8 karbon bagli uzantisi olan homoserin lakton (C8-HSL) stok solusyonu
hazirlanir. Ardindan seyreltilerek kullanima hazir hale getirilir.

A. tumefaciens A136 bakterisi gerekli antibiyotikler ilave edilerek ekilir ve bakteri
bilyiimesini saglamak i¢in 31 °C’de 72 saat inkiibasyona tabi tutulur.
Rhodococcus sp. BH4 bakterisi biiyiimeyi saglamak i¢in besi yerine eklenir ve 31
0C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulur.

24 saatin ardindan siv1 besi yeri igerisinde ¢ogalan Rhodococcus sp. BH4 bakteri
soliisyonundan 15 mL alinarak 10000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifujlenir.
Santrifuj sonrasinda iist fazda kalan besi yeri atilir. Yerine izotonik su ilave edilip
santrifiij tekrarlanir.

En son elde edilen bakteri kalintisinin tizerine 10 mL 200 nmol C8-HSL ilave

edilir.
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10.
11.

12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.

21.

22.

23.

24.

Uzerine 200 nmol C8-HSL ilave edilen bakteri pelleti vortekslenerek, 31°C
sicakligia sahip calkalamali inkiibatore konulur.

0, 5, 10, 15, 30 ve 60. dakikalarda numuneler alinir. Bir ependorf tiipe konulur.
Alinan numuneler steril 0,45 um’lik filtrelerden steril siringalar yardimi ile
stizalur. Yeni bir ependorf tupe konulur. Yeni ependorf tliplere 950 pL steril distile

suyun Gzerine 50 gL numune konularak, ependorf tiipler vortekslenir.

UV spektrofotometre kullanilarak A. tumefaciens A136 bakterisi bulaniklik
olgiimii yapilir. Olgiim sonucuna gore seyreltme oranlart ve gerekli miktar
belirlenir.

Standart C8-HSL c¢ozeltileri hazirlanir.

Beyaz yatay kaset etanol sprey ile temizlenir.

Tum doldurulacak hiicrelere 6nce 95 uL A. tumefaciens A136 solusyonu eklenir.
(Sekil 3.27)

Uzerine 5 uL numune ya da standart C8-HSL soltsyonu konulur.

Uzerine transparan yapiskan kagit yapistirilir.

Isiticili calkalayicida 1 dakika galkalanir.

Beyaz yatay kaset 31 °C 1 saat inkiibe edilir.

Hicrelere 30 uL beta-glo eklenir. Tekrar sonra transparan yapiskan kagit kapatilir.
Uzerine folyo kaplanir.

1 dakika 1siticili karistiricida tutulur.

30 dakika oda sicakliginda bekletilir.

Beyaz yatay kaset folyodan ¢ikarilip 1s18a maruz birakilmadan biyoliminesans
cihazina takilir. (Sekil 3.26)

Cihaz sonuglart alinip excelde hesaplama yapilir.

Sekil 3.26 : QQ aktivite 6l¢iim cihazi.
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Sekil 3.27 : QQ aktivite 6l¢ima i¢in hicrelere Beta-Glo eklenmesi.

3.2.2 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Boncuklarin morfoloji ve yiizey goriintiilerinin alinmasi i¢in FEI Quanta FEG 250
SEM cihazi kullanilmistir. Boncuklar goriintilenmeden 6nce Gzerleri 3-4 nm kadar
altin-paladyum (Pd-Au) ile kaplanmistir. Kaplama i¢in Quorum SC7620 model sputter
kaplama cihaz1 kullanilmistir. SEM cihazi ayrica sentezlenen manyetik

nanopartikiillerin boyut analizi i¢in de kullanilmistir.

3.2.3 Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopi (FTIR)

Boncuklarin ve sentezlenen nanopargacigin yiizeyindeki baglarin ne oldugunu bulup

bunlar degerlendirmek amaci ile Perkin Elmer FTIR-ATR cihaz1 kullanilmistir.

3.2.4 Biyoreaktorde dayamkhhk

Boncuk muhteva eden ve etmeyen boncuklarin ayr1 zamanda test edildigi 4 adet seri
bagli 250 mL hacminde reaktorden olusan bir test sistemi kurulmustur. Her bir
reaktore ilgili boncuktan (sodyum aljinat, PVA, manyetik veya citosanli manyetik
cesitlerden biri) 40-50 adet konularak, reaktorler sentetik evsel atiksu ile isletilmeye
baslanmigtir. Rutin olarak belli periyotlarda boncuklardan numune alinarak boyut
Olctimii yapilmistir. Reaktor isletilirken aktif ¢amur siirekli olarak havalandirilmakta
ve rutin olarak askida kati madde (AKM) ve ucucu askida kati madde (UAKM)
deneyleri yapilmaktadir. Analiz; Standard Methods 1989 S.2-75, GEMS S.22 ‘a gore
yapilmis olup, sabit tartima getirilmis standart cam elyaf filtre kdgidindan siiziilerek
103-105°C’de kurutulmus siiziintii kalintisinin agirhg AKM’yi ifade eder. AKM
(105°C) icin elde edilen filtre kalintis1 550 oC’deki kiil firninda sabit agirliga gelmesi
i¢in yakilir. Ugucu katilarin yanmasiyla olusan agirlik kaybi sonunda geriye kalan kat;

askida kat1 maddelerin organik fraksiyonu olan UAKM’dir.
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3.2.5 Porozite

Malzeme mekaniginde malzeme davraniglarini belirleyebilmek icgin fiziksel
Ozelliklerinin belirlenmesi gerekir. Bu amagla, boncuk iiretiminde kullanilan farkli
malzemelerin davranisini ve 6zelliklerini anlamada 6nemli etkiye sahip olan porozite
parametresi belirlenmistir. Diizglin geometrik sekilli boncuklar secilerek boyutlar
Olciiliir. Boyut Olgiimii yapilan boncuklarin hacimleri (VT) hesaplanir. Boncuklar
tartilir ve dogal agirligi (Wdog) hesaplanir. Daha sonra boncuklar 24 saat 105 °C’de
firinda kurutulur, desikatérde 30 dakika bekletilerek sogutulur. Agirligi tartilir.
Bulunan deger, belirli hacimdeki boncugun kuru agirligidir (Wk). Boncuklar 48 saat
su icerisinde bekletilerek doygun hale getirilir. Kagit havlu ile fazla suyu alinir. Hassas
terazi ile tartilir. Bu degerde belirli bir hacimdeki boncugun doygun agirligidir (Wd).

Olgiiler degerler goz ©Oniine alinarak porozite asagidaki formiiller yardimi ile

hesaplanir.
Wg — W
v, = d K
yS‘LL
Vp
=—=x*100
n . *
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4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1 QQ Aktivite Testi

Uretilen boncuklarda Quorum Sensing sinyal molekiiliiniin varliginin belirlenmesi i¢in
deneysel ¢alismalar gergeklestirilmistir. Bu amacla daha onceki boliimlerde metodu
detayli olarak anlatilmis olan Biyoliiminesans cihazi kullanimi tercih edilmistir.

Sonuglar asagida yer almaktadir.

4.1.1 Rhodococcus sp. BH4 QQ aktivitesi

131

130 y=0.3781x+126,59
R? = 0.9028

Absorbans
=
N
(0]
o

0 i 4 6 8 10 12
C8-HSL Konsantrasyon (nmol)

Sekil 4.1 : Rhodococcus sp. BH4 bakterisi QQ aktivitesi standard: grafigi.
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Sekil 4.2 : Rhodococcus sp. BHs QQ aktivitesi grafigi.
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Grafik incelendiginde Rhodococcus sp. BHs bakterisinin  Quorum Quenching
aktivitesinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bakteri bulunan hiicrelerin tizerine C8-
HSL soliisyonunun ilavesinin ardindan gegen ilk 10 dakikanin sonunda bakteri C8-
HSL’nin %90’1m1 degrade etmeyi basarmis ve C8-HSL konsantrasonunu 20 nmol
degerlerine indirmistir. ik 15 dakikanin sonunda ise, %100 verim ile etkili bir Quorum

Quenching aktivitesi gostermistir.

4.1.2 Escherichia coli (E. coli) QQ aktivitesi

122
120 y=0.7369x + 113.46.-®
R2=0.9852""
%)
c .
g s
3 @
216 e
< ®
114 @ .-®
112
0 2 4 6 8 10 12

C8-HSL Konsantrasyonu (nmol)

Sekil 4.3 : Escherichia coli (E. coli) bakterisi QQ aktivitesi standard1 grafigi.
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Sekil 4.4 : Escherichia coli (E. coli) bakterisi QQ aktivitesi grafigi.

Escherichia Coli (E. coli) kontrol tiir olarak kullanilmistir. Literatiir ¢alismalarinda
elde edilen sonuglar dogrultusunda E. coli bakteri turinin QQ aktiviteye sahip
olmadigr kanmitlanmistir. Bundan dolay1r cihazin ¢alistigindan emin olmak ve
Rhodococcus sp. BHs bakterisi ile aradaki farki gérmek adina QQ aktivite testi

yapilmustir. Grafik incelendiginde C8-HSL konsantrasyonunun zamana bagli olarak
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degisim gostermedigi goriilmiistiir. Bu durum Rhodococcus sp. BH4 bakterisinin QQ

aktivite sonucunu dogrulamaistir.

4.1.3 Sodyum aljinat boncuk QQ aktivitesi

122
121 y=0.7369x + 113.46 _®
120 R?=0.9852..-"
119
118
117 .
116
115 .
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113 "
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Sekil 4.5 : Sodyum aljinat boncuk QQ aktivitesi standard: grafigi.
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Sekil 4.6 : Sodyum aljinat boncuk QQ aktivitesi grafigi.

Sodyum aljinat boncuk kontrol ve QQ olarak iiretilerek aktivite testi yapilmistir.
Yapilan aktivite testi sonucunda kontrol boncukta konsantrasyon degisimi
gozlenmemistir. Kontrol boncuk icgerisinde QQ aktivite olusturan bakterilerin yer
almadigin1 grafigi inceleyerek goérmek miimkiindir. QQ boncuk ise yliksek QQ
aktivitesine sahiptir. Ilk 10 dakika icerisinde ortamda bulunan C8-HSL
konsantrasyonunu sifira indiren QQ boncuk, QQ mekanizmasinin varligini

kanitlamistir.
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4.1.4 PVA boncuk QQ aktivitesi
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Sekil 4.7 : PVA boncuk QQ aktivitesi standard1 grafigi.
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Sekil 4.8 : PVA boncuk QQ aktivitesi grafigi.

PVA boncuk kontrol ve QQ olarak iiretilerek aktivite testi yapilmistir. Yapilan aktivite
testi sonucunda kontrol boncukta konsantrasyon degisimi gdzlenmemistir. Kontrol
boncuk icerisinde QQ aktivite olusturan bakterilerin yer almadigini grafigi inceleyerek
gormek miimkiindiir. QQ boncuk ise QQ aktivitesine sahip oldugunu ortamdaki C8-
HSL konsantrasyonunun degisimi sayesinde gostermistir. Ilk 10 dakika igerisinde
ortamda bulunan C8-HSL konsantrasyonu %50 oraninda azalmistir. 30 dakika
sonunda ise C8-HSL konsantrasyonu tamamen bitmistir. Sodyum aljinata kiyasla daha
disik QQ aktiviteye sahip olsa da PVA boncugun deneysel ¢alismalarda

kullanilmasini engelleyen bir sonugla karsilagilmamistir.
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4.1.5 Manyetik nanokompozit boncuk QQ aktivitesi
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Sekil 4.9 : Manyetik boncuk QQ aktivitesi standard: grafigi.
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Sekil 4.10 : Manyetik boncuk QQ aktivitesi grafigi.

Manyetik boncuk kontrol ve QQ olarak uretilerek aktivite testi yapilmistir. Yapilan
aktivite testi sonucunda kontrol boncukta konsantrasyon degisimi gozlenmemistir.
Kontrol boncuk igerisinde QQ aktivite olusturan bakterilerin yer almadigini grafigi
inceleyerek gérmek mimkindir. QQ boncuk ise QQ aktivitesine sahip oldugunu
ortamdaki C8-HSL konsantrasyonunun degisimi sayesinde gdstermistir. Ik 5 dakika
icerisinde ortamda bulunan C8-HSL konsantrasyonu %90 oraninda azalmistir. 10
dakika sonunda ise C8-HSL konsantrasyonu tamamen bitmistir. Boncuk tiirleri
arasinda kiyaslama yapildiginda sodyum aljinat ile benzer QQ aktivitesine sahip
oldugu gorilmiistiir. Bunun yani sira FE3O4 manyetik nanopartiikil ilavesinin QQ

aktivitesine olumsuz yonde bir etkisi olmadig1 da gézlenmistir.
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4.1.6 Citosan manyetik boncuk QQ aktivitesi
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Sekil 4.11 : Citosan manyetik boncuk QQ aktivitesi standardi grafigi.
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Sekil 4.12 : Citosan manyetik boncuk QQ aktivitesi grafigi.

Citosan manyetik boncuk kontrol ve QQ olarak iiretilerek aktivite testi yapilmistir.
Sekil 4.12°de yer alan aktivite testi sonucunda kontrol boncukta konsantrasyon %5
oraninda azalmistir. Konsantrasyonda az miktarda da olsa degisim olmas1 ortamda
kontaminasyon sonucunda bakterinin yer aldigi seklinde yorumlanmistir. QQ boncuk
1se QQ aktivitesine sahip oldugunu ortamdaki C8-HSL konsantrasyonunun degisimi
sayesinde gostermistir. Ik 5 dakika igerisinde ortamda bulunan C8-HSL
konsantrasyonu %90 oraninda azalmistir. 15 dakika sonunda ise C8-HSL
konsantrasyonu tamamen bitmistir. Manyetik boncuk ile kiyaslandiginda ¢itosan
ilavesinin QQ aktivitesi iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira FE304
manyetik nanopartiikiil ilavesinin QQ aktivitesine olumsuz yonde bir etkisi olmadigi

da gozlenmistir.
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4.1.7 Polietersulfon (PES) kaph sodyum aljinat boncuk QQ aktivitesi
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Sekil 4.13 : PES kapl1 sodyum aljinat boncuk QQ aktivitesi standard1 grafigi.
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Sekil 4.14 : PES kapli sodyum aljinat boncuk QQ aktivitesi grafigi.

PES kapli sodyum aljinat boncuk kontrol ve QQ olarak iiretilerek aktivite testi
yapilmigtir. Yapilan aktivite testi sonucunda kontrol boncukta konsantrasyon ilk 5
dakikada yaklagitk %50 oraninda azaldigi sekil 4.14’de  goriilmektedir.
Konsantrasyonda meydana gelen degisimin ortamda kontaminasyonun meydana
geldigi ve C8-HSL tiiketen bakterilerin ortamda yer aldig1 seklinde yorumlanmaistir.
QQ boncuk ise QQ aktivitesine sahip oldugunu ortamdaki C8-HSL
konsantrasyonunun degisimi sayesinde gdstermistir. Ilk 5 dakika igerisinde ortamda
bulunan C8-HSL konsantrasyonu yaklasik %50 oraninda azalmistir. 15 dakika
sonunda ise C8-HSL konsantrasyonu %90 oraninda azalmistir. 30 dakika sonunda C8-
HSL konsantrasyonun tamamen sonlandigi goriilmiistiir. Sodyum aljinat boncuk ile
karsilastirma yapildiginda PES kaplama yapmanin QQ aktiviteyi azaltan yonde etki

yaptig1 sonucuna ulagilmstir.
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4.1.8 Sodyum aljinat diz plaka QQ aktivitesi
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Sekil 4.15 : Sodyum aljinat diiz plaka QQ aktivitesi standard: grafigi.
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Sekil 4.16 : Sodyum aljinat diiz plaka QQ aktivitesi grafigi.

Sodyum aljinat diiz plaka kontrol ve QQ olarak iiretilerek aktivite testi yapilmistir.
Yapilan aktivite testi sonucunda kontrol diiz plakada konsantrasyon 60 dakika
boyunca sabit kaldigi sekil 4.16’da goriilmektedir. Konsantrasyonda degisim
olmamas: ise kontrol diiz plakada QQ aktivitesi olusturan bakterilerin bulunmadigini
gosterir. QQ diiz plaka ise QQ aktivitesine sahip oldugunu ortamdaki C8-HSL
konsantrasyonunun degisimi sayesinde gdstermistir. Ilk 5 dakika igerisinde ortamda
bulunan C8-HSL konsantrasyonu yaklasik %50 oraninda azalmistir. 15 dakika
sonunda ise C8-HSL konsantrasyonu yaklasik %75 oraninda azalmistir. 60 dakika
sonunda C8-HSL konsantrasyonun tamamen sonlandig1 goriilmiistiir. Sodyum aljinat
boncuk ile karsilastirma yapildiginda diiz plakada daha diisiik QQ aktivitesi dikkat
cekmistir. Diiz plaka tiretimde kullanilan sodyum aljinat konsantrasyonun daha yogun

olmast ve bundan kaynakli daha az bosluklu bir yapinin meydana gelmesi olarak
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yorumlanmistir. Bu durum medyaya tutunan bakteri konstantrasyonun daha az olmasi

ve QQ aktivitesinin azalmasi olarak yorumlanmustir.
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Sekil 4.17 : Bakterili medya c¢esitlerinin QQ aktiviteleri grafigi.

Bakterili olarak iiretilen medya malzemelerinin QQ aktiviteleri incelendiginde
ortamdaki C8-HSL konsantrasyonunu en kisa siirede tiketen malzemeler sodyum

aljinat boncuk ve manyetik nanokompozit boncuk oldugu sekil 4.17°de goriilmektedir.

4.2 Karakterizasyon Analizleri

4.2.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

SEM goriintiileri verilirken her bir malzeme i¢in 6nce kontrol boncuklarin ardindan
bakteri immobilize edilmis boncuklarin goriintiilerinin verilmesi karsilastirma
yapilabilmesi agisindan uygun bulunmustur. Her bir malzeme ve boncuk (kontrol veya
bakteri iceren) numunesi i¢in de dnce yiizey, ardindan kesti goriintiileri alinmis ve bu
bolimde sunulmustur. SEM  goriintiileri incelendiginde, boncuk iiretiminde
cogunlukla kiiresel formun yakalanabildigi anlasilmaktadir. Kiiresel formlarin bazi
SEM goriintiilerinde hafif kaybolmus olmasi numunenin SEM numune tutucusuna
yapistirtlmas1 ve sabitlenmesi gerekliligi sebebiyle uygulanan islemlerden ve
kesitlerin alinmasi sirasindaki kesme islemlerinden kaynaklanmistir. Kesit alimindan
once sivi azot ile dondurma islemlerinin yapilmas: ile goriintiilerdeki sekil

bozukluklar1 en aza indirgenmistir.
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4.2.1.1 Sodyum aljinat kontrol boncuk

lode | det
acuum [ETD

mag O | vacMode — 500 pm —
100 x |High vacuum MEM-TEK

Sekil 4.19 : Sodyum aljinat kontrol boncuk kesit gorintisu (100x).

Sodyum aljinat ile iiretilen kontrol boncugun sekil 4.18’de yer alan yakinlastirilmis
ylizey goriintiisii incelendiginde homojen ve olduk¢a poroz olan yap1 fark
edilmektedir. Sekil 4.19°da yer alan kesit goriintiisiinde de ayni homojen yapi

gorilmektedir.
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4.2.1.2 Sodyum aljinat QQ boncuk

Bakteri immobilize edilmis sodyum aljinat boncuk goriintiileri, kontrol sodyum aljinat
boncuk goriintiileri ile karsilastirildiginda hem yiizey kem kesitte Rhodococcus sp.

BH4 bakterisinin dagilmis ve tutunmus oldugu goriilebilmektedir.

Boncuk yapisi incelendiginde ise kontrol boncuklara kiyasla daha az bosluklu (poroz)

yap1 dikkat cekmektedir.

b)

a)

H mag O

HV WD mag O vacMode | det ——— 500 ym
|23 mn 0y ya =i 1EN

de
m 5 000 i MEM-TEK

Sekil 4.20 : Sodyum aljinat QQ boncuk yuzey goruntusi (a: 150x, b:5000x).

a) b)

rmiy 003 tob | eboMosv |0 psm| QW VH v WD e — 10 pm —
ANIT-M3IM dT3 | muuosy dpiH| x 02 [ mm .8 |V 00, V| 89 ) MEM-TEK

Sekil 4.21 : Sodyum aljinat QQ boncuk kesit gorintisu (a: 150x, b:5000x).
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4.2.1.3 PVA kontrol boncuk

Sekil 4.22 ve sekil 4.23’de yer alan PV A boncuklarin SEM goriintiileri incelendiginde,
yilizeyde daha fazla agiklik oldugu ve sodyum aljinat boncuklara gore daha poroz bir
yapiya sahip oldugu gozlenmistir. Bu sonug, porozite sonuglarini destekler bir sonug
olarak yansitilmigtir. PVA kontrol boncuklarin yiizey ve kesit goriintiilerinde
deformasyona yatkin bir yapi oldugu gozlenmistir. Kontrol boncuklarda bakteri

gbdzlenmemistir, kontaminasyon yoktur.

a) b)

V WD |mag O vacMode | det — 500 ym — 1 HV WD |mag OO vacMode | det | — 50 ym —
0 kV 83 mm 100 x_High vacuum|ETD MEM.-.TEK 4-49 PM 00 kV! 81 mm 1000 x Hiah vacuum |[ETD MEM.-TEK

Sekil 4.22 : PVA kontrol boncuk yiizey gorintisi (a: 100x, b:1000x).

a) b)

WD |mag O vacMode — 500 pm —
0.00 kV[8.6 mm | 100 x_High va m MEM-TEK

Sekil 4.23 : PVA kontrol boncuk kesit gorintisu (a: 100x, b:1000x).
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4.2.1.4 PVA QQ boncuk

Bakteri immobilize edilmis boncuklarin ylizey ve kesitlerinin goriintiileri
incelendiginde ise Rhodococcus sp. BH4 bakterilerinin agglomerasyonu az da olsa
tercih ettigi gézlenmistir. Kontrol boncuk goriintiilerine kiyasla bakteri tutunmasi net
olarak goriilmektedir. Bunun yan1 sira bosluklu yapida olan kontrol boncuga kiyasla

daha az poroz goriintii oldugu dikkat ¢cekmektedir.

— my 008 — bET) sboMosv [0 psm QAW VH \Or | H-'\/i WD méé C\\
00 kV/ 80 0

ANIT-M3IM AT3 [ muwosv dpiH _x 00F  mm 8.8 | VA 00.08| M9 ¢ n

100 x | H

Sekil 4.24 : PVA QQ boncuk yuzey gorintusi (a: 100x, b:1000x).

Sekil 4.25 : PVA QQ boncuk kesit gortintisti (a: 100x, b:1000x).
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4.2.1.5 Manyetik FesO4 partikult

Manyetik boncuk Gretiminden 6nce sentezlenen demir nanopartikillerinin de SEM ve
EDX analizleri gerceklestirilmistir. Boyut analizi i¢in kullanilan SEM goriintiisii sekil
4.26’da verilmektedir. Sentezlenen nanopartikiillerin boyutlar1 10 nm ila 30 nm
arasinda degismektedir. Sekil 4.27°de yer alan EDX sonucuna gore, agirlikca %49’ un
Uzerinde demir iyonu igermekte olan nanopartikilun ikinci major elementi oksijen

olarak bulunmustur. Herhangi bir kontaminasyon gézlenmemistir.

Sekil 4.26 : Manyetik Fe304 partikili SEM goruntist (100 000x).

KV: 20 Mag: 9062 Takeoff: 33.7 Live Time{s): 97.6 Amp Time(ys): 3.84 Rezolution:(eV) 126.5
TATE o Element Weight % Auto MDL Atomic %
| | Area 256 | Full Area 1
b.64K
Fe CK 14.4 0.56 282
SHK 0K 305 0a7 447
498K F K 46 032 5.7
L1 ClK 1.1 0.08 o7
) Fe K 483 029 20.7
3.32¢ .
249K
Fe
166K
Fe
nask © i Clﬂ
Cu Cu Cu
200K " “‘— e s
0.0 1.3 26 39 52 65 78 9.1 104 "y 130

Det: Octane Elect Plus

Sekil 4.27 : Manyetik Fe304 partikili EDX sonucu.
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4.2.1.6 Manyetik nanokompozit kontrol boncuk

Sekil 4.28 ve sekil 4.29°da yer alan manyetik boncuklarin SEM goriintiileri
incelendiginde ise, metal iceriginin parlaklik olarak sonuglari goriilebilmistir.
Ozellikle kesit gorsellerinde yiiksek goriintii  biiyiitme oranlarinda demir
nanopartikiiller tekil parlak noktaciklar olarak goriilebilmislerdir. Boncuklarin en disg

yiizeylerinde de demir pargaciklart mevcuttur. Demir nanopartikiiliiniin bakteri

immobilizasyonu iizerine herhangi bir olumsuz etkisi olmamustir.

a)

WD mag O ode | det ——— 500 pm ———
6 mm | 150 x cuum ETD MEM-TEK

Sekil 4.28 : Manyetik nanokompozit kontrol boncuk yiizey géruntusi (a: 150x,
b:1000x).

Sekil 4.29 : Manyetik nanokompozit kontrol boncuk kesit gorintisi (a: 150X,
b:5000x).
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4.2.1.7 Manyetik nanokompozit QQ boncuk

Sekil 4.30 ve sekil 4.31°de yer alan manyetik nanokompozit QQ boncuk SEM
gorintiileri incelendiginde kontrol boncuga kiyasla daha karmasik bir yap1 oldugu
gorilmistiir. Yiizey goriintlisiinde boncuk yapisinin seklini korudugu gozlenmistir.

Kesit goriintiisii i¢in boncuk iki pargaya ayrilmistir ve bundan kaynakli sekil

bozuklugu meydana gelmistir.

a)

g O| vacMode | det — 500 pm ——
50 x_|High vacuum |ETD MEM-TEK

Sekil 4.30 : Manyetik nanokompozit QQ boncuk yizey goriintlsu (a: 150X,
b:5000x).

WD |mag O| vacMode | d — 500 ym —
MEM-TEK

Sekil 4.31 : Manyetik nanokompozit QQ boncuk kesit gortntusi (a: 100x, b:5000x).
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4.2.1.8 Citosan manyetik kontrol boncuk

Citosanli manyetik boncuklarin goriintiileri incelendiginde poroz yapilarini az da olsa
koruduklar fakat icerik fazlaligi nedeniyle daha karmasik bir yapiya sahip oldugu
sOylenebilir. Demir nanopartikulleri hem yiizey hem de kesitte (sekil 4.32 ve sekil
4.33’de) goriilebilmistir. Daha Oncesinde incelenen farkli boncuklara kiyasla daha

hassas ve bozulmaya yatkin bir yapist oldugu goriilmiistiir.

a)

mag O| vacMode | de —— 500 pm
g MEM-TEK

a) b)

— 500 ym —

MEM-TEK

Sekil 4.33 : Citosan-manyetik kontrol boncuk kesit goruntiisu (a: 100x, b:1000x).
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4.2.1.9 Citosan manyetik QQ boncuk

Citosan manyetik boncukta bakterinin de immobilize edilmesi ile poroz gériinimde

onemli derecede azalma oldugu sekil 4.34 ve sekil 4.35’de goriilmektedir. Bu sayede

boncuk dayanimi artarak seklini korumay1 basarmustir.

a)

—5um

6 mm | 10 000 x |High vacuum  ETD MEM-TEK

/D |mag de | d — 500 pm —
mm | 100 x ) MEM-TEK

Sekil 4.34 : Citosan-manyetik QQ boncuk yuzey goruntisi (a: 100x, b:10 000x).

a)

mag O vach det

5 um —

MEM-TEK

mm 150 x__High vacuum ETD

Sekil 4.35 : Citosan-manyetik QQ boncuk kesit gortintiist (a: 150x%, b:10 000x).

4.2.1.10 Polietersulfon (PES) kaph sodyum aljinat kontrol boncuk

Polietersiilfon (PES) kapli sodyum aljinat boncuk, sodyum aljinat boncugun daha
dayanikli bir konfigiirasyonu olarak tasarlanmistir. Boncuk yapisinin i¢i sodyum
aljinat boncuk, dis kismi ile PES kaplamadir. Yiizey goriintiisiinde PES tabakasi

gozlenmistir. Sekil 4.37°de yer alan kesit goriintiisiinde ise i¢ ve dis katmanlarin farki
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belirgin sekilde goriilmektedir. PES tabaka ayni boyutta kalirken i¢ yapt nemini

kaybederek kiiglilmiistiir.

a)

Sekil 4.36 : Polietersiilfon (PES) Kapli sodyum aljinat kontrol boncuk yiizey
goruntsi (a: 60x, b:10 000x).

g O | det HFW —_1

n—
9x |ETD 6.06 mm|7.4 mm 3 MEM-TEK

Sekil 4.37 : Polieterstilfon (PES) kapli sodyum aljinat kontrol boncuk kesit
goruntusi (a: 49x, b:2000x).

4.2.1.11 Polietersulfon (PES) kaph sodyum aljinat QQ boncuk

Polietersiilfon (PES) kapli sodyum aljinat boncuk bakterili olarak iiretildiginde yiizey
gorilintiisiinlin kontrol boncuk ile ayn1 oldugu sekil 4.38°de gézlenmistir. Bunun sebebi
bakteri ilavesinin i¢ katmanda yer alan sodyum aljinat ¢ozeltisine yapilmasidir. Sekil

4.39’da yer alan kesit goriintiisii incelendiginde ise bakteri tutulmalar1 goriilmektedir.
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\ mag O | det | HFW WD
20.00 kV| S55x |ETD 5.43 mm 5.6 mm

—1mm——

MEM-TEK

spot

2.0

—10 pm —

MEM-TEK

Sekil 4.38 : Polietersiilfon (PES) kapli sodyum aljinat QQ boncuk yiizey gorintisu

(a: 55x, b:

5000X).

spot
4.0

—1mm—

MEM-TEK

det W WD
51x |LFD[5.90 mm|7.6 mm

b)

—0pm—
MEM-TEK

Sekil 4.39 : Polietersiilfon (PES) kapli sodyum aljinat QQ boncuk kesit goriintiisii (a:
51x, b:5000x).

4.2.1.12 Sodyum aljinat kontrol diiz plaka

Sodyum aljinat diiz plaka igerik olarak %6 a/h oraninda sodyum aljinat igerir. Boncuk

yapilarinda yer alan %4 a/h oranindan daha fazla olan sodyum aljinat miktar1 nedeni

ile sekil 40 ve sekil 41°de gortildigii lizere plaka yapist yogun ve az boslukludur.
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Sekil 4.40 :

a) b)

Sekil 4.41 : Sodyum aljinat kontrol diiz plaka kesit goruintiisu (a: 150x, b:2000x).

4.2.1.13 Sodyum aljinat QQ duz plaka

Sodyum aljinat qq diiz plaka SEM goriintiileri incelendiginde ise kontrol diiz plakaya
kiyasla az poroz yap1 dikkat ¢ekmistir. Bu durum bakteri ilavesinden kaynakli porozite

azalmasi olarak yorumlanmstir. Sekil 4.43°de bakteri tutunmasi goriilmiistiir.
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a) b)

— 10 ym —

MEM-TEK

Sekil 4.43 : Sodyum aljinat QQ diiz plaka kesit gortntusi (a: 250x, b:5000x).
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4.2.2 Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopi (FTIR)

4.2.2.1 Sodyum aljinat kontrol ve QQ boncuk

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1300 1600 1400 1200 1000 200 6300
eml

Sekil 4.44 : Sodyum aljinat kontrol boncuk FTIR sonucu.

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 630.0
em-1

Sekil 4.45 : Sodyum aljinat QQ boncuk FTIR sonucu.

Sekil 4.44 ve sekil 4.45°de yer alan spektruma bakildiginda sodyum aljinatli boncuk
iceriginde yalnizca sodyum aljinat ve su bulundugu gériilmektedir. Sodyum aljinat
boncuklarin FTIR spektrumunda 1500 cm™ *den biiyiik dalga boylarindaki pikler su
pikleri olarak yorumlanmistir. Literatiir ile uyusacak sekilde sodyum aljinat pikleri de
goriilebilmistir. 1415 cm™®, 1297 cm™ ve 1030 cm™’de gozlenen piklerin Rao ve
digerlerinin kanser tedavisi amaciyla ilag tasiyici olarak sentezledikleri mikrojellerde

gozlemledikleri pikler ile tamamen Ortiigmektedir (Rao ve digerleri, 2013).
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4.2.2.2 PVA kontrol ve QQ boncuk

1021
100

T 141688 1337562

327645

72 83177

40000 3600 3200 2300 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 630.0
el

Sekil 4.46 : PVA kontrol boncuk FTIR sonucu.

1335.94

163435 141694

%T

327613

40000 3600 3200 2300 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 630.0
ol

Sekil 4.47 : PVA QQ boncuk FTIR sonucu.

PVA boncuklarda sodyum aljinat igerigi de oldugundan sodyum aljinat boncuklarda
gozlenen piklerin aynilart mevcut iken, PVA varligini gosteren ek pikler de sekil 4.46
ve sekil 4.47°de goriilmiistiir. 1330 cm™ dalga boyunda C—H deformasyon titresim piki
goriilmiistiir. Ayni pik, Kharazmi ve digerlerinin ¢inko igerikli PVA tasiyici

sentezleme caligmasinda da goriilmektedir (Kharazmi ve digerleri,2015).
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4.2.2.3 Manyetik nanokompozit kontrol ve QQ boncuk

1021
100

323936

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 650.0
emel

Sekil 4.48 : Manyetik Fe3O4 nanopartikil FTIR sonucu.

Sekil 4.48°de yer alan manteyik nanopartikiiliin FTIR spektrumu incelendiginde tiim
profilin, Jannah ve Onggo’nun 2019 yilinda basilan demir nanopartikiil sentezi
makalesinde yer alan FTIR sprektrumu ile birebir ortlistiigi goriilmektedir. Demir-

oksijen baglar1 600 cm™ civarinda goriilebilmektedir (Jannah & Onggo, 2019).

216057

%T

7205 i 75

4000 0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 6300
el

Sekil 4.49 : Manyetik nanokompozit kontrol boncuk FTIR sonucu.

65



3235.98

0 102948
139127

40000 3600 3300 3300 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 450.0

em.1

Sekil 4.50 : Manyetik nanokompozit QQ boncuk FTIR sonucu.

Sekil 4.49 ve sekil 4.50’de yer alan manyetik nanopartikiil ile {iretilen boncuklarin
FTIR spektrumlari ise sodyum aljinat malzemeyi ve demir-oksijen bilesiklerini temsil

eden kombine bir spektrum olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

4.2.2.4 Citosan manyetik kontrol ve QQ boncuk

200 450.0

40000 3600 3300 3300 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000
emel

Sekil 4.51 : Citosan manyetik kontrol boncuk FTIR sonucu.
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215144

%T

529014 106748

103060

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 6500
aml

Sekil 4.52 : Citosan manyetik QQ boncuk FTIR sonucu.

Sekil 4.51 ve sekil 4.52°de yer alan ¢itosanlt manyetik boncuklarin FTIR sprektrum
profili incelendiginde ise major pikleri su sekilde gdzlenmistir: 2166 cm™, 1641 cm™,
1377 cm, 1149 cm?, 1075 cm™, 1030 cm, 893 cm™ ve 650 cm™. 2166 cm! piki O-
H baglarin1 gdstermekle beraber kisaca su piki olarak isimlendirilir. 1641 cm™ ve 1377
cm™ pikleri amid I’in C=0 ve amid III’iin C-N bagmi gdstermektedir. 1377 cm™
CHg’iin simetrik deformasyonunu da ifade ediyor olabilir. 1149 cm™ ise C-O-C’nin
asimetrik bagini gostermektedir. 1075 cm™ ve 1030 cm? pikleri ise C-O ile iliskilidir.
Bulunan tiim pikler, Queiroz ve digerlerinin ¢itosan ile gerceklestirdigi ¢calismada elde

ettikleri FTIR spektrumunda da yer almaktadir (Queiroz ve digerleri, 2014).

4.2.2.5 PES kaph sodyum aljinat kontrol ve QQ boncuk

1138
110

103

140637

164563

%T 63

ET147 gasng

148592
a0 1239.77

4000 3600 3300 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 450.0
emel

Sekil 4.53 : PES kapli sodyum aljinat kontrol boncuk FTIR sonucu.
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Sekil 4.54 : PES kapli sodyum aljinat QQ boncuk FTIR sonucu.

Sekil 4.53 ve sekil 4.54’de yer alan PES kapli sodyum aljinat boncuk FTIR

spektrumlart incelendiginde sodyum aljinat boncuk spektrumunda bulunan pikler

gozlenmistir. Buna ek olarak dis tabakada yer alan PES dolayis1 ile FTIR

spektrumunda farkliliklar meydana gelmistir. 1025 cm™ deki absorpsiyon pikinin

aromatik SOsH simetrik gerilme titresimlerinin karakteristigi oldugu Noel Jacob ve

digerlerinin yaptig1 calismada goriilmektedir ve FTIR spektrumlari uyusmaktadir
(Noel Jacob ve digerleri, 2014).

4.2.2.6 Sodyum aljinat kontrol ve QQ duz plaka

1225

%T

110

100

218337

120769

141813

25687 159435 102930

3600 3300 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 4500
el

Sekil 4.55 : Sodyum aljinat kontrol duz plaka FTIR sonucu.
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Sekil 4.56 : Sodyum aljinat QQ diiz plaka FTIR sonucu.

Sekil 4.55 ve sekil 4.56’da yer alan sodyum aljinat diiz plaka FTIR spektrumuna
bakildiginda sodyum aljinat boncuk ile ayn1 pikler gozlenmistir. Sodyum aljinat diiz
plaka icerik ¢esitliligi bakimindan sodyum aljinat boncuk ile ayni1 sekilde tiretilmistir.
Iki medya malzemesi arasindaki fark {iretim sonucunda elde edilen bicim ve sodyum
aljinat yogunlugudur. Bundan kaynakli olarak FTIR spektrumunda sodyum aljinata
bagli olarak meydana gelen pikler ortaya ¢ikmistir. (Rao ve digerleri, 2013).

4.2.3 Malzeme Dayaniklihig:

4.2.3.1 Reaktorde dayanim denemeleri

Aktif camur medyast olduk¢a karmasik olup biinyesindeki malzemelerin dayanimi
lizerinde olumsuz etkisi olan bir ortam olarak tamimlanabilir. igerdigi mineral tuzlari,
mikroorganizmalar, asidite ve alkalinite degerleri sebebiyle kullanilacak boncuklarin
aktif camur igerisinde ne derece dayanacagi tespit edilmelidir. Bu sebeple sekil 4.57°de
gorilen mini MBR diizeneklerinde ¢esitli medya malzemeleri ile ¢aligilmas,

hacimlerindeki kayiplar yiizdesel olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 4.57 : Reaktorde dayanim deneyi goriiniimdi.

100
90
< 80
é) 70 —@— Sodyum Aljinat Kontrol
§ 60 Boncuk
£ 50 —@— PVA Kontrol Boncuk
un
¥ 40
e —@— Manyetik Nanokompozit
g 30 Kontrol Boncuk
T 20
- —@— Citosan-Manyetik Kontrol
10 Boncuk
0
-1 4 9 14

Zaman (Gun)

Sekil 4.58 : Sodyum aljinat, PVA, manyetik nanokompozit ve ¢itosan-manyetik

kontrol boncuklar1 reaktdrde dayanim sonuglari.

Kontrol boncuklarin mini MBR igerisindeki dayanim profilleri sekil 4.58’de yer
almaktadir. Sonuglar incelendiginde, en dayanikli boncuklarin sodyum aljinat ve PVA
boncuklar oldugu goriilmektedir. Bir hafta boyunca kaba havalandirma altinda
caplarmi ilk giinkii gibi koruyabilmislerdir. Ikinci hafta ise caplarinin azalmaya
basladig1 ve ikinci haftanin sonunda yar1 yariya kiigiildiikleri gézlenmistir. Manyetik
boncuk ile ¢itosan manyetik boncuk ilk dort giin igerisinde 6nemli bir ¢ap kaybina
ugramislardir. Manyetik boncuk ve ¢itosan manyetik boncuk, ilk 12 giinliik isletim

sonrasinda biitiinliiklerini tamamen kaybetmislerdir.
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Sekil 4.59 : Sodyum aljinat, PVA, manyetik nanokompozit ve ¢itosan-manyetik QQ

boncuklari reaktorde dayanim sonuglari.

Sekil 4.59’da bakteri immobilize edilmis boncuklarin hacim kayiplar1 yer almaktadir
ve sonuglar incelendiginde bakteri ilavesinin poroziteyi azaltmasinin 6zellikle sodyum
aljinat ve PVA boncuklarin iizerinde olumlu bir etkisi oldugu gézlenmistir. Tiim
isletim boyunca caplarin1 korumuslardir. Kontrol ve bakteri immobilize edilmis
boncuklarin reaktdr icerisindeki davraniglarinin oldukc¢a farkli oldugunun ortaya
konulmus olmasi énemli bir ¢iktidir. En az dayanim ¢itosan manyetik boncuklarda
gozlenmistir. Manyetik bakteri immobilize edilmis boncuklar, bu kez ¢itosan manyetik

boncuklara gore ¢cok daha saglam kalabilmislerdir.
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Sekil 4.60 : PES kapli sodyum aljinat kontrol ve QQ boncuk & sodyum aljinat

kontrol ve QQ duiz plaka reaktdrde dayanim sonuglari.

Sodyum aljinat boncuk yapilan deneyler sonucunda en dayanikli medya malzemesi
olarak belirlenmistir. Sodyum aljinat kullanilarak yapilan yeni denemelerde PES kapli
boncuk modelinin hacmini kaybetmeden 14 giinli tamamlamasi 6nemli sonuglar
arasinda yerini almistir. Sodyum aljinati boncuk degil de diiz plaka formunda tercih

edince dayanim beklenen seviyeye ulasamadigi sekil 4.60°da goriilmiistiir.

4.2.3.2 Porozite

Uretilen kontrol ve QQ medyalar1 porozite deney sonuglar1 asagida verilmistir.

Cizelge 4.1 : Kontrol medyalar1 porozite agirlik 6lgiim sonuglari.

Wdogal (gr) Wiuru (gr) Wdoygun (gr)

Sodyum Aljinat Kontrol Boncuk 0,0336 0,0018 0,0079
PVA Kontrol Boncuk 0,0603 0,0042 0,0132
Manyetik Nanokompozit Kontrol Boncuk 0,0338 0,002 0,0054
Citosan Manyetik Kontrol Boncuk 0,0338 0,0018 0,0037
PES Kapli Sodyum Aljinat Kontrol Boncuk | 0,075 0,008 0,0282
Sodyum Aljinat Kontrol Duiz Plaka 0,5725 0,0601 0,1087
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Sekil 4.61 : Kontrol medyalarda porozite sonucu.

Cizelge 4.2 : QQ medyalar1 porozite agirlik 6lgiim sonuglari.

Waogal (1) Wiwru (gr) Wooygun (9r)
Sodyum Aljinat QQ Boncuk 0,0314 0,002 0,0027
PVA QQ Boncuk 0,0311 0,0044 0,0124
Manyetik Nanokompozit QQ Boncuk 0,0339 0,0028 0,0038
Citosan Manyetik QQ Boncuk 0,0231 0,0019 0,0032
PES Kapli Sodyum Aljinat QQ Boncuk 0,09 0,0095 0,0219
Sodyum Aljinat QQ Duz Plaka 0,2571 0,025 0,04
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Sekil 4.62 : QQ medyalarda porozite sonucu.

Cizelge 4.1°de yer alan 6l¢timler sonucunda hesaplanan kontrol boncuklarin porozitesi
sekil 4.61°’de gorilmektedir. En yiiksek porozitenin PVA boncuklarda gézlendigi,
porozite siralamasinda sodyum aljinat boncuklarin PVA boncuklar takip ettigi
sOylenebilir. Manyetik nanopartikiil ilavesi, malzemenin porozitesini azaltmistir. En

diisiik porozite ¢itosanli boncuklarda gozlenmistir.

Cizelge 4.2°de yer alan olgtimler sonucunda hesaplanan QQ boncuklarin porozitesi
sekil 4.62°de goriilmektedir. Kontrol medya ile QQ medya kiyaslamasi1 yapildiginda
bakteri ilavesinin poroziteyi azalttig1 goriilmiistiir. Porozitenin diisiik olmas1 dayanim

acisindan avantaj saglamaktadir.

Her bir boncukta a/h olarak ayni miktarda ayni bakteri tiiriiniin immobilize edildigi
diisiiniiliirse, porozite azalma oranlarindaki farkliliklarin tamamen malzemenin ana
maddesi ile alakali oldugu soylenebilir. En yiiksek porozite azalma oram1 sodyum

aljinat boncuklarda olmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasi kapsaminda farkli immobilizasyon medyalar1 iiretilerek QQ
aktivitesine sahip oldugu bilinen Rhodoccus sp. BH4 bakterisinin immobilizasyonu
saglanmistir. Uretilen immobilizasyon medylar1 siras1 ile sodyum aljinat boncuk, PVA
boncuk, manyetik nanokompozit boncuk, ¢itosan manyetik boncuk, PES kapli sodyum
aljinat boncuk ve sodyum aljinat diiz plakadir. Calismada oncelikle sodyum aljinat
boncuk, PVA boncuk, manyetik nanokompozit boncuk, ¢itosan manyetik boncuk
liretilmis ve optimize edilmistir. Uretilen dort farkli medya malzemesi ile yapilan
deneyler sonrasinda sodyum aljinat boncuk iiretiminin yapilacak ¢aligsmalar agisindan
avantajli oldugu goriilmistiir. Farklilastirmak ve daha uzun siire kullanilabilir hale
getirmek amaci ile iki farkli medya c¢alismasi daha yapilmistir. Bunlar PES kaph
sodyum aljinat boncuk ve sodyum aljinat diiz plakadir. Calisma kapsaminda QQ MBR
calismalarinda kullanima en wuygun immobilizasyon medyasinin bulunmasi

amaglanmistir. Bu amac¢ dogrultusunda deneyler yapilarak sonuglari incelenmistir.

QQ aktivite deneyi sonuglar1 incelendiginde tez ¢aligmasi kapsaminda segilen
Rhodoccus sp. BHas bakterisinin QQ aktivitesi incelendikten sonra ¢esitli medya
malzemelerine immobilize edilmis sekilde tekrar QQ aktivitesine bakilmistir. 6 farkl
medya icin yapilan deney sonuglarina gore QQ aktiviteyi engelleyen malzemeye
rastlanmazken, medya lretiminde kullanilan icerik dolayisi ile farkli QQ aktivite
degerleri gbzlenmistir. Deney sonucuna gore QQ aktivitesi en yiliksek medyanin

sodyum aljinat boncuk oldugu goriilmiistiir.

Uretilen medyalara gesitli karakterizasyon analizleri de yapilmistir. Bunlar SEM,
FTIR, reaktdrde dayanim ve porozite deneyleridir. SEM goriintiilerinde kontrol ve QQ
medyalar arasindaki yapisal fark belirgin sekilde gdzlenmistir. Bakteri ilavesinin
bosluklu medya yapisint daha az bosluklu hale getirdigi goriilmistir. SEM
gorlntiilerinden elde edilen bu bilgi porozite sonuglar ile de karsilastirildiginda
anlamli bir sonuca ulasilmistir. SEM goriintiilerinde kullanilan malzemelere bagh

olarak meydana gelen farkliliklar da dikkat ¢ekmistir. Bakteri ilaveli medyalarda
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bakteriler goriilmiis, nanopartikiil ilavesi yapilan boncuklarda ise meydana gelen

parlaklik pargalarinin nanopartikiil oldugu yorumu yapilmistir.

FTIR spektrumuna bakilmasinin nedeni ise iiretilen medyalarin kimyasal igeriklerinin
literatiirde yer alan FTIR spektrumlarda yer alan pikler ile uyumuna bakilmasidir.
Alinan spektrum sonuglarina gére medyalarin igeriginde yer alan kimyasal baglara

uygun pikler ortaya ¢ikmuistir.

Uretilen medya malzemelerinin ilerleyen c¢alismalarda QQ MBR’de kullanimi
planlandig1 i¢in 6nem tasiyan deneylerden biri de reaktdrde dayanimdir. Reaktorde
dayanim deneyinde mini MBR diizenekleri yapilmistir ve MBR isletmesi ile benzer
sekilde havalandirma yapilmistir. Bu deneydeki ama¢ QQ MBR ¢aligmalarinda
medyanin dayanimini gérmektir. Uretilen QQ medyanin dayanikli olmas1t QQ MBR
isletmesi sirasinda avantaj saglamaktadir. Deneysel sonuglar incelendiginde kontrol ve
QQ medyalar1 arasinda dayanim farkinin olusmasi dikkat ¢ekmistir. Bu durum QQ
medyalarinda meydana gelen porozite azalmasi ile de dogrudan etkili olmustur. QQ
medyalar1 incelendiginde sodyum aljinat boncuk ve PVA boncuk’larin dayaniminin
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ikincil bir galisma olarak yapilan PES kapli sodyum
aljinat boncuk ve sodyum aljinat diiz plaka medya calismalari da reaktorde
denenmistir. Sodyum aljinatin belirgin dayanimi 6zellikle PES kapli medya
tasariminda gozler Oniine serilmistir. Boncugun dis tabakasinin dayanikli PES yapisi

ile kaplanmasi boncuk dayanimini 6nemli dl¢ilide artirmistir.

Yapilan deneysel caligmalar bir arada degerlendirildiginde sodyum aljinat boncuk ve
PV A boncugun oncelikli olarak dayanim agisindan avantajli oldugu goriilmiistiir. PES
kapli sodyum aljinat boncuk incelendiginde deneysel sonuglart 6n plana ¢ikmistir
ancak tretiminde yasanan zorluklar pilot Olgekli tesis ¢alismalari i¢in uygun
olmadigini gostermistir. Sodyum aljinat diiz plaka ise iiretim agisindan boncuk
tasarimina kiyasla daha avantajli olsa da dayanim ve porozite gibi karakterizasyon
analizlerinde beklenen performansi gosterememistir. Manyetik nanokompozit boncuk
tiretiminde hedeflenen, MBR tanki icerisinden boncuklari miknatis yardimi ile
kolaylikla ¢ikarabilmek olmasina ragmen beklenen gerceklesmemistir. Bu nedenle
citosan manyetik boncuk denemesi yapilmistir. Citosan manyetik boncuklar miknatis
tarafindan tank icerisinden alinabilmistir. Bu durum sodyum aljinatin manyetizma

tizerinde olumsuz etki yaptigin1 gostermistir.
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Tiim sonuglar bir araya getirilerek yorumlandiginda tez ¢alismasi kapsaminda varilan
sonu¢ sodyum aljinat boncuk ve PVA boncuk iiretim ve etki bakimindan en avantajl
medyalar olmustur. Yapilan ¢alismalar kapsaminda ilerleyen zamanlarda
immobilizasyon medyasi tiretimini ticari hale getirmek amaci ile 3 boyutlu (3D) yazici

kullanilmasi da planlanmugtir.
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