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ONSOz

Orta Dogu Teknik Universitesi (ODTU) Cevre Mihendisligi Bolimi dgretim Gyelerinden Prof.
Dr. Filiz B. DILEKin vyuriticisi oldugu, TUBITAK tarafindan desteklenen bu proje
kapsaminda; triklosan gibi ginlik hayatta yogun kullanim alanina sahip bir biositin su
kaynaklarina yayiliminin mimkun olan mertebede azaltiimasi, engellenmesi ve s6z konusu
biyosit kaynakl c¢evre Kirliliginin 6nlne gecilmesi amaciyla, triklosan igeren atiksularin
biyolojik aritilabilirligine iliskin kapsamli bir laboratuvar ¢alismasi yapilmistir. 1 yil stren ve
bes is paketinden olusan projede, yuruttcu ile beraber bir bursiyer ylksek lisans 6grencisi
go6rev almistir. Proje ile triklosanin aktif gamur sistemindeki akibeti, farkl diizeylerde triklosan
iceren atiksularin aritilmasi, triklosanin tek basina substrat olarak bulunmasi halinde ve/veya
ortamda kolay ayrisabilir substrat bulunmasi halinde triklosan ve/veya KOI giderimi,
mekanizmasi ve sistemin kinetik davranisi ortaya konmustur. Ayrica, aktif camur mikrobiyal
kiultdrinin triklosana adaptasyonunun kompozisyon uzerindeki etkileri de arastiriimistir.
Mikrobiyal kompozisyon belirleme calismalari igin gerekli makine ve techizat icin istanbul
Medeniyet Universitesi Biyomiihendislik Bélimii altyapi olanaklari kullaniimis, molekiiler

biyolojik analizlerin gergeklestirimesinde Dog. Dr. Erkan $ahinkaya’dan destek alinmistir.

Bu calisma ile elde edilen veriler, triklosan igeren atiksularin aktif camur sistemlerinde

giderimini optimize etmek icin kullanilabilecektir.
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OZET

Biyositler, kisisel bakim ve ev temizlik Urlnlerine koruyucu ya da antiseptik amacli
eklenmekte olup, gunluk hayatta siklikla kullanilmakta ve boylece evsel atiksularin
desarji sonucunda yuzeysel ve yeralti su kaynaklarina ulagmaktadir. Dolayisiyla, son
yillarda triklosan (TCS) gibi siklikla kullanilan biyositlere yluzey ve yeralti sularinda
rastlanmis olup, bu durum s6z konusu biyositlerin gevrede birikimi, etkisi ve aritma
sistemlerinde giderimi Uzerine detayli aragtirmalar yapilmasi ihtiyacini dogurmustur.
Bu baglamda, bu projede, TCS iceren atiksularin biyolojik aritilabilirligine iligkin
kapsamli bir galisma yapilmis ve farkli konsantrasyonlarda (100 ng/L-100 mg/L) TCS
iceren atiksularin aktif camur sistemlerinde aritimi incelenmistir. Bu kapsamda,;
laboratuvar Olcekli aktif camur reaktorleri TCS’ye aklime olmus ve olmamis kultirler
ile isletilmigtir. Kutle dengesi kurularak TCS’nin akibeti Uzerine galismalar yapilmis,
muhtemel yan Griin olusumu izlenmistir. KOI gideriminin artan TCS konsantrasyonlari
ile azaldigi, ancak mikrobiyal kualttirin, TCS’ye adapte edildigi kosullarda, adapte
ediimedigi kosullara gére, KOI gideriminin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
TCS’nin bir kisminin gamura adsorplandigi ve adsorplanma yuzdesinin TCS
konsantrasyonu ile arttigi gérulmustur. TCS nin biyolojik olarak pargcalanma sonrasi
yan Uurlin olarak 2,4-DCP ve 2,4-DCA’ye donustugu ve konsantrasyonlarinin
aklimasyon ile azaldigi go6zlenmistir. Kesikli reaktorlerde yapilan biyokinetik
calismalar, kolay pargalanabilir substrat (pepton) varliginda, TCS konsantrasyonun
1-20 mg/L arasinda oldugu kosullarda, pepton kullanimini etkilemedigi; 50 mg/L nin
Uzerinde olumsuz yonde etkiledigini gdstermistir. TCS varhid mikrobiyal
metabolizmanin biyosentezden enerji metabolizmasina yoneltmistir. Ayrica, TCS’nin
mikrobiyal topluluk Uzerine etkisi incelenmis ve toplam 106 tir tespit edilmistir.
Aklime ve aklime olmamis kulturlerde ortak tur sayisinin fazla olmasi ve turlerin
baskinlik durumunun bilinmiyor olmasi nedeniyle, etkin turler hakkinda net bir sonuca
varmak ve kinetik bulgularla dogrudan iligkilendirmek mumkuin olamasa da, kaltarin
TCS’ye aklimasyonuna baglh olarak degisebildigi ve bu durumun TCS aritim duzeyi,

kinetigi ve yan Grin olusumunda énemli bir faktor oldugu anlasiimistir.

Anahtar Kelimeler: Triklosan, aktif camur, KOI giderimi, aklimasyon, kiitle dengesi,

mikrobiyal kompozisyon.

Vi



ABSTRACT

Biocides which are added as a preservative or antiseptic agent in consumer care and
cleaning products are frequently used in daily life and in a way, they find their way to
surface and ground waters via wastewater discharges. Therefore, in recent years,
widely used biocides such as TCS, have been detected in several surface waters
and groundwaters, and this situation brings about the need of detailed researhes on
the accumulation of these compounds in the environment, their effects and removal
in the treatment systems. On account of this need, in the current project, a detailed
investigation on the biological treatability of TCS bearing wastewaters (100 ng/L-100
mg/L) was conducted. A laboratory-scale activated sludge unit was operated for
TCS-acclimated and unacclimated cultures. Fate of TCS was also studied by
constructing mass balances. Possible by-product formation was monitored in this
stage, as well. It was observed that COD removal declined with the increase in TCS,
however, COD removals attained were higher with acclimated cultures than with
unacclimated ones. Adsorption of TCS onto the biomass was evidenced with
increased proportions at higher TCS concentrations. 2,4 DCP and 2,4 DCA were
detected as by-products of TCS biodegradation and acclimation resulted in a lower
by-product levels. Batch kinetic analysis conducted to give an insight to the
biokinetics of the TCS removal put forward that TCS does not interfere with the
utilization of biodegradable substrate (peptone) as long as TCS was kept below 20
mg/L. Presence of TCS resulted in microbial metabolism to shift from biosynthesis to
energy metabolism. Moreover, the effect of TCS on the microbial population of the
sludge was searched through molecular biological techniques. In total, 106 microbial
species were detected. Although it could not be possible to draw a concrete
conclusion and to relate them to biokinetic findings due to having too many common
species and no information on their dominancy, it was evident that culture
compositions vary with the acclimation which appears as an important factor for the

TCS removal, its kinetics and by-product formation.

Keywords: Triclosan, activated sludge, COD removal, acclimation, mass balance,

microbial composition.
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1. GIRIS

Biyositler, Avrupa Birligi'nin 98/8/EC sayili Biyosidal Uriinler Direktifi (98/8/EC) ile
“‘herhangi bir zararli organizmayi, yok etmek, engellemek, zararsiz hale getirmek,
hareketlerini dnlemek ya da kimyasal veya biyolojik anlamda kontrol etmek icin
kullanilan bir veya daha fazla aktif maddeler igeren aktif maddeler ve mustahzarlar”
seklinde tanimlanmigtir. Biyositler, degisik amaglarla genig bir spektrumda
kullaniimaktadir. Belli bagh kullanim alanlari arasinda kozmetik sanayi, deterjan
sanayi, boya endustrisi, ilag sanayi, plastik sanayi, baski murekkepleri ve ahsap

isleme sanayi yer almaktadir.

Triklosan (TCS) (5-kloro-2-[2,4-diklorofenoksi]-fenol) glnlik hayatta en ¢ok kullanilan
antimikrobiyal biyositlerden olup; sabun, dis macunu, tras losyonu, deodorant ve
deterjan gibi gesitli farmasotik ve kisisel bakim Urtnlerinde bulunmaktadir (Dann ve
Hontela, 2011). Kozmetik urtnlerde belirli bir miktara kadar kullaniminin sakincali
olmadigina dair goérisler mevcuttur. Ornegin; Avrupa Komisyonu Tulketici Saghg:
Bilimsel Komitesi 22 Haziran 2010 tarihli bildirisinde TCS’nin kozmetik Grtnlerde
uygun oranlarda kullaniimasi halinde enfeksiyona karsi korunmada 6nemli bir rol
ustlendigini  belirtmektedir. Bununla birlikte, Avrupa Birligi Kozmetik Direktifi
(76/768/EEC), kozmetik Urinlerde TCS’nin %0,3 oranina kadar koruyucu etken
madde olarak kullanimini onaylamaktadir. Ancak, farkl alanlarda farkh miktarlarda
TCS kullanimi nedeniyle bircok cevresel ortamda degisen konsantrasyonlarda
TCS’ye rastlanmaktadir. Bu durum, s6z konusu c¢evresel ortamlarda TCS
mevcudiyetinin olasi etkilerinin arastirilmasi ve TCS giderimine ydnelik yapilan
calismalari tetiklemektedir. Son zamanlarda, TCS ve diger biyositlerin gerek evsel
atiksu aritim sistemlerinde gerekse igme suyu aritma tesislerinde giderimi Uzerine
bircok ¢alisma yapilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda farkli giderim verimleri rapor
edilmis olup, klorlu bir yapiya sahip olmasi nedeniyle aktif gamur sistemlerinde
TCS’nin 6nemli bir kisminin adsorpsiyon ile giderildigi bircok c¢alismada rapor
edilmistir (Singer vd., 2002; Bester, 2003; Heidler ve Halden, 2007).

Atiksu aritma tesislerinde (AAT) TCS giderim verimi, kullanilan aritma prosesine ve

aritma tesisindeki bekleme suresine gore degiskenlik gostermektedir. Ozonlama,



aktif karbon, membran filtrasyonu, fenton oksidasyonu ve aktif camur sistemleri belli

basli TCS aritma teknolojileri arasinda yer almaktadir.

TCS’nin cevreye desarj edildikten sonra fotodegradasyon veya biodegradasyona
ugrayarak baska potansiyel toksik maddelere (dioksinler, kloroform, 2,4-diklorofenol
ve 2,4,6-triklorofenol vb. klorlu organik maddelere) donusebildigi bilinmektedir
(NICNAS, 2009; Orvos, 2002; Chen vd., 2011). Bu dénusim maddelerinden biri olan
dioksinin az miktarlarda bile oldukg¢a toksik oOzellik gosterdigi, hormon bozucu
Ozelliginin bulundugu, vicuttan atilma hizinin ¢ok dusuk oldugu ve de tabiatta uzun
sure kaldigr bu durumun diger bir 6nemli boyutudur. Ayrica, TCS’nin su ve atiksu
aritma tesislerinde uygulanan klorlama sonucunda, daha toksik yan Urlnlere (klorlu
fenoksi-fenol, klorlu fenoller ve trihalometanlar) donltstiglu de rapor edilmektedir
(Kanetoshi vd., 1987; Rule vd., 2005). Ote yandan, aktif camur sistemlerinde
adsorpsiyonla konsantre hale gelmesi sonucunda, TCS seviyesine bagli olarak

toprak ortami olumsuz sekilde etkilenebilmektedir.

Diger taraftan, TCS bakterilerin antibiyotiklere karsi direng kazanarak rezistans
gelistirmesine sebep olmakta ve bu tur direncgli bakterilerin ortamda artmasi
sonucunda bir takim alerjik vakalarin artis1 gdézlenmektedir (Ying ve Kookona, 2007,
Walsh vd., 2003; Fernandez-Fuentes vd., 2012). Pek ¢ok yluzeysel suda (0,16-2300
ng/L) ve ozellikle AAT ¢ikis sularinda (142-2100 ng/L) gbézlenen TCS seviyelerinin
alici ortam canh hayatinin korunumu igin belirlenen toksik seviyelerin (50 ng/L toksik
etkiye neden olmayan; 1,4-19 ug/L ECsp) Uzerinde olmasi, gamurda yuksek oranda
birikmesi (5,58-12,5 mg/kg) ve daha toksik yan Urlnlere dénlisme potansiyelinin
olmasi sebebiyle; bu kimyasallarin biyolojik AAT’lerdeki aritimlari ve akibetleri

konusunda daha detayli arastirma yapilmasi gerekmektedir.

TCS’nin biyolojik AAT’lerde giderimine yoOnelik buglne kadar gergeklestirilen
calismalarda, mikrobiyal kultirin adaptasyonu g6z onune alinmamigtir. Literatlrde
bircok ¢alismada (Yetis vd., 1999; Dilek vd., 1998; Sahinkaya ve Dilek, 2006 ve
2007; Silvestre vd., 2011; Vaiopoulou ve Gikas, 2012), adaptasyon sonucunda
mikrobiyal kultarin aritim potansiyelinin dnemli oranda arttigi belirtiimigtir.



Dolayisiyla, bu projede, TCS igeren atiksularin biyolojik aritilabilirligine iliskin
kapsamli bir calisma yapilmasi ve bu dogrultuda TCS gibi bir biyositin aktif camur
sistemlerinde giderimini optimize etmek icin kullanilabilecek verilerin elde edilmesi
hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda, gergek bir biyolojik AAT’yi simile etmek igin
camur yasl 8 gun olarak isletilen surekli bir aktif camur reaktorl, sentetik olarak
hazirlanan evsel atiksu ile beslenmigtir. Sentetik atiksu igerisindeki TCS
konsantrasyonu zamanla kademeli olarak arttirlmis ve bu dogrultuda sistem;
performansi, Kimyasal Oksijen ihtiyaci (KOI) giderimi, Askida Kati Madde (AKM) ve
Ucgucu Askida Kati Madde (UAKM) konsantrasyonu, ¢camur ¢cokme ozellikleri ve TCS
giderimi agisindan degerlendirilmistir. Cikis suyu délgumleriyle birlikte gamura adsorbe
edilen TCS miktar ve konsantrasyonu da belirlenerek, TCS igin kltle dengesi
kurulmustur. Bu o&rneklerde ayrica, TCS’nin biyolojik olarak bozunmasi sonucu
olusmasi muhtemel yan Urinlerin tespit ¢alismalari yapiimistir. Ote yandan, farkli
TCS konsantrasyonlarinda isletilen reaktorlerden alinan gamur numunelerinde; DNA
extraksiyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Denatiran Gradyan Jel
Elektroforezi (DGGE) ve sekans analizi yapilarak ¢amurdaki dominant tlrlerin
degisimi incelenmigtir. Ayni sekilde, kirletici ile aklimasyonun olmadigi durumlarda
TCS giderimini ve bu durumun bahsi gegen diger degiskenlere etkisinin incelenmesi
amaciyla s6z konusu surekli sistem reaktorleri TCS'ye aklime olmamis c¢amur
ornekleri ile de isletilmistir. Ayrica, kesikli reaktorler kurularak aklime olmusg ve aklime

olmamis kulttirin sistemin biyokinetik davranisi arastiriimistir.



2. LITERATUR

Biyositler (TCS, klorhekzidin, benzalkonyum Kklorit vb.) ginlik hayatta sikga kullanilan
sabun, dis macunu gibi kisisel bakim Grunleri, ev temizlik malzemeleri ve spor
giysileri, ayakkabi, hali gibi tekstil Grunlerine koruyucu ya da antiseptik amacli
eklenen kimyasallardir. Kozmetik Grtnlerdeki konsantrasyonlari %0,1-0,3 araliginda
degismektedir (Sabaliunas vd., 2003). Biyositler arasinda en yaygin kullanim alanina
sahip olan TCS'nin, sadece Avrupa’da yaklasik 350 ton/yil miktarda dretildigi birgok
calismada rapor edilmektedir (Singer vd., 2002). Bu kadar genis yelpazedeki
drtinlere yluksek konsantrasyonlarda eklenmeleri ve yaygin olarak kullaniimalari, bu
kimyasallarin AAT lere desarj edilmeleri ile sonuglanmakta ve daha sonra ylzeysel
su kaynaklarina ulagsmalarina neden olmaktadir. Bu nedenle, son yillarda, soz
konusu UrlUnlerin kullanimindaki artisa paralel olarak biyositlerin gevresel sistemlerde
ortaya cikiglari giderek artan bir olgu olarak karsimiza ¢gikmaktadir. Bu kimyasallarin
yuzeysel sularda gézlenmesi AAT cikis sulari, kentsel yagmur sulari ve tarimsal
aktiviteler yoluyla oldugu rapor edilmektedir (NICNAS, 2009). Bu durum, dolayisiyla,

bu biyositlerin ¢cevreye olan etkilerinin arastiriimasi ihtiyacini dogurmaktadir.

Biyositlerin dogdal ¢evredeki seviyelerine iliskin ¢ok az literatlir verisi olmakla beraber,
en yaygin biyosit olarak bilinen TCS’nin dogal ¢cevre ve AAT lerde tespitine ve bu
tesislerdeki giderim miktarlarina yonelik yapilmig bazi c¢alismalar bulunmaktadir.
Cesitli Ulkelerde yapilan g¢evresel orneklerin analizlerinde ulasilan TCS seviyeleri
Tablo 1'de Ozetlenmektedir. Tablo 2'de ise AAT’lerde TCS giderimine ydnelik
bulgular yer almaktadir. Bu tablolardan gorilecegi tizere, tespit edilen TCS seviyeleri:
yuzey sularinda 0,16-2300 ng/L arasinda, atiksularda <0,87-562000 ng/L arasinda,
AAT cikis sularinda 142-269000 ng/L arasinda degismektedir. Bu degerler, TCS’nin
cevresel sistemlerde oldukga genis bir konsantrasyon araliginda gozlenebilecegini
gOstermektedir.



Tablo 1. Ylzey sularinda ve atiksularda tespit edilen TCS seviyeleri

TCS miktani

Ornek

Referans

29000 pg/kg

AAT camuru- Washington State

US EPA, 2003

900-28200 ug/kg
12500 pg/kg (ort)

AAT camuru-Kanada

Lee ve Peart, 2002

99,3 ng/L

Deniz suyu- Victoria Harbor

Wu vd., 2007

108 ng/L

Avustralya AAT

Ying ve Kookana,
2007

40 ng/L (ort)
2300 ng/L-max

Yuzey sulari-A.B.D

Kolpin vd., 2002

75 ng/L AAT’lerden beslenen nehirler- Ying ve Kookana,
Avustralya 2007
18-98 ng/L Yiizey sulari-Isvigre Singer vd., 2002
5,58 mg/kg Biyokutle-Avusturalya Ying ve Kookana,
2007
1,1-1,3 pg/L AAT-Almanya Bester, 2003
30-90 ng/L Yuzey sulari- Almanya wind vd.. 2004
410 ng/L AAT cikis suyu (OH, A.B.D) Hua vd., 2005
1284 pg/L AAT-Portekiz Silva ve Nogueira,
2008
16,2 ng/L Deniz suyu- Hong Kong Wu vd., 2007
26 ng/L Nehir suyu-Sha Tin, Hong Kong | Wu vd., 2007
142 ng/L AAT c¢ikis suyu-Sha Tin, Hong Wu vd., 2007

Kong

0,16-757,7 ng/L

Yuzey sulari Ankara, Turkiye

Biohypho, 2010-12

< 0,87-11,44 ng/L

Atiksu, Ankara, Turkiye

Biohypho, 2010-12

16289-37189 pglkg

AAT Camur-Ankara, Turkiye

Biohypho, 2010-12

9,07 pg/L Hastane AAT girig-Yunanistan Gatidou vd., 2007
1,12 pg/L Hastane AAT cikis-Yunanistan | Gatidou vd,. 2007
2,3-562 ug/L AAT girig-ispanya Mezcua vd., 2004

0,1-269 pg/L

AAT cikis-ispanya

Mezcua vd., 2004




Tablo 2. AAT’lerde TCS giderimi

TCS
Atiksu Aritma
) Giris Cikis Giderim Kaynak
Prosesi
(nglL) (nglL) (%)

21,9 1,1 95 Sabaliunas vd., 2003

1,2 0,051 95,8 Bester, 2003

5,21 0,24 95,4 McAvoy vd., 2002
Aktif camur 10,70 0,41 96,2 McAvoy vd., 2002

0,67 0,032 95,2 Kanda vd., 2003

11 0,027 97,5 Kanda vd., 2003

562 269 52 Mezcua vd., 2004

7,5 0,34 95,5 Sabaliunas vd., 2003
Damlatmal 3,83 1,61 58 McAvoy vd., 2002
Filtre 16,6 2,10 86,1 McAvoy vd., 2002

2,5 0,14 94,4 Kanda vd., 2003

Molekuler agirligi 289,5 g/mol, kimyasal formulu C,,H7Cl3;0, olan ve beyaz kristal toz
halinde bulunan TCS (Sekil 1) hidrofobik yapisi nedeniyle suda olduk¢ca disuk
¢6zunurlige sahiptir (10 mg/L, 20°C). Bu nedenle, kati fazlara adsorpsiyonu s6z
konusudur (Lee ve Peart, 2002; NICNAS, 2009). Nitekim aktif gamur prosesinde TCS
giderim mekanizmasinin kismen gamura adsorpsiyon (%15-%50 arasinda) oldugu
rapor edilmektedir (Singer vd., 2002; Bester, 2003; Heidler ve Halden, 2007).
Bununla birlikte, rapor edilen adsorpsiyon ylzdelerinin genis arali§i dikkat cekmekte
olup, dikkatlice irdelenmesi 6nem arz etmektedir. TCS’nin laboratuarlarda kullanilan
malzeme ve ekipmanlara (plastik kaplar, plastik borular, membran vs.)
adsorblanabilecegi; borosilikat cam gibi TCS’nin kalma egiliminde olmadigi
malzemelerin tercih edilmemesi halinde, degisik aritim prosesleri (ozonlama, NF/RO
sistemleri gibi) ile TCS gideriminin galigilacagi deneysel g¢alismalar sirasinda elde
edilen giderim verimlerinin gercedi yansitmayacagi da literatiirde yer bulmustur (Koc
vd., baskida).



Cl OH

Cl Cl

Sekil 1. Triklosan

Thompson vd. (2005), AAT’lerde TCS gideriminin uygulanan aritma prosesine ve
AAT’deki bekleme stresine gore degiskenlik gosterdigini belirtmislerdir. Bu durum,
Tablo 2'de sunulan verilerden de agikga gorulmektedir; uzun bekleme sireleri (<15
sa) uygulanan aktif camur sistemlerinde, genellikle, %95’in Uzerinde giderim
saglanirken, damlatmali filtre gibi kisa bekleme surelerinin uygulandidi sistemlerde

daha dusuk ve degisken aritma verimleri rapor edilmigtir.

Diger taraftan, biyositlerin gevresel sistemlerdeki canlilar Gzerine olumsuz etkileri s6z
konusudur. Bakteri, alg, fungus, maya ve protozoa gibi mikroroganizmalarin saf
kdlturlerinin  antimikrobiyal kimyasallara maruz birakildiklarinda yapisal ve
biyokimyasal degisikliklere yol ac¢tigi bilinmektedir (Orvos vd., 2002; NICNAS, 2009).
Ornegin, AAT cikis sularinin desarj edildigi nehir ekosisteminde alglerin TCS'ye
maruz kaldiginda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere ugrayabilecegi ifade edilmistir
(Wilson vd., 2003). Biyositlere iliskin en temel gorus bazi alg turleri (6rnegin,
Scenedesmus subspicatus) Uzerinde yaratilan toksik etkiye yoneliktir (Orvos vd.,
2002; NICNAS, 2009). Bu alg turu icin, 500 ng/L TCS konsantrasyonunun herhangi
bir olumsuz etki yaratmayacagi belirlenmis ve genel olarak kabul goéren guvenlik
faktori 10 goz onlne alindiginda, “etki yapmayan 6ngoérilen doz” olarak 50 ng/L
kabul edilmistir (CIBA, 1998; NICNAS, 2009). Orvos vd. (2002), bu degeri 690 ng/L
olarak rapor etmislerdir. Ayrica, alglerin sucul organizmalar arasinda TCS’ye karsi en
hassas organizma oldugu ve 0,7-19 ug/L ECsy de@eri ile blyime hizlarinin
engellendigi belirtiimektedir (NICNAS, 2009; Orvos vd., 2002). Buna ek olarak,
baliklar i¢in TCS’nin LCso degeri 0.26-0.54 mg/L olarak rapor edilmistir (NICNAS,
2009).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a4/Triclosan.svg

Bu olumsuz etkilerin disinda, TCS ¢evreye desarj edildikten sonra fotodegradasyon
veya biodegradasyona ugrayarak bagka potansiyel toksik maddelere (dioksinler,
kloroform, 2,4- diklorofenol ve 2,4,6-triklorofenol vb. klorlu organik maddelere)
donusebilmekte ve boylece ayri bir gevresel ilgi alani daha ortaya c¢ikmaktadir
(NICNAS, 2009; Orvos, 2002; Chen vd., 2011). Ayrica, su ve AAT’lerde uygulanan
klorlama sonucunda, TCS’'den daha toksik yan urunlere (klorlu fenoksi-fenol, klorlu
fenoller ve trihalometanlar) déndstigu de bilinmektedir (Kanetoshi vd., 1987; Rule
vd., 2005).

Ayni zamanda, hidrofobik yapisi nedeniyle organizmalarda biyolojik birikimin s6z
konusu oldugu bilinmektedir (NICNAS, 2009). Samsoe-Peterson vd. (2003), TCS’nin
balik dokularinda 3700 ile 8400 kat birikiminin s6z konusu oldugunu rapor etmigtir.
Bu durum, AAT cikis sularinda TCS konsantrasyonu disik olsa bile ekosistem
canlilarinin dokularinda birikerek toksik seviyeye ulasabilecegine isaret etmektedir.
Ayrica, biyolojik camurlarin tarimsal arazilere uygulanmasi sonucunda da, TCS
seviyesine bagli olarak toprak ortami olumsuz etkilenebilmektedir. Ying ve Kookona
(2007), Avustralya’da camurdaki TCS duzeyinin 0.09 mg/kg-16.79 mg/kg (ortalama
5.58 mg/kg kuru agirlik bazinda) arasinda oldugunu ve bu dizeyde TCS igeren bir
camurun araziye uygulanmasi durumunda toprakta olumsuz etkiye yol agacagini
belirtmiglerdir. Tablo 1'de sunulan degerlerden, AAT ¢camurlarinda ¢ok daha ylksek
TCS igeriginin (29 mg/kg - US EPA, 2003; 37 mg/kg - Biohypo, 2010-12) s6z konusu

olabilecegi anlasiimaktadir.

Yukarida s6zu edilen olumsuz etkilerinin yani sira, ¢evrenin TCS gibi biyositler ile
kirletiimesi, bakterilerin antibiyotik rezistans geligtirmesine neden olabilmektedir
(Gaze vd., 2005). Bu nedenle, direncgli bakteriler artmakta ve bir takim alerjik
vakalarin artisina da neden olabilmektedir. Bu etkiler yatay gen transferi olgusu ile
birlikte dusunuldigunde, biyositler ile induklenmis antibiyotik rezistansinin ileri
boyutlara ulasabilecegi dusunulmektedir (Ying ve Kookona, 2007; Walsh vd., 2003;
Fernandez-Fuentes vd., 2012). Bu durumda TCS, cevre ve Ozellikle de alici
ortamdaki suyu kullanan insanlarin saghgini tehdit eden bir unsur olarak
deg@erlendirilebilir. Nitekim Avrupa Birligi, Mart 2010’da, besin ile temas edebilecek
herhangi bir Grinde TCS kullanimini yasaklamistir (APUA, 2011).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004565350800619X#bib14

Pek ¢ok yuzey suyunda (0,16-2300 ng/L) ve Ozellikle AAT c¢ikis sularinda (142-2100
ng/L) gozlenen degerlerin alici ortam canli hayati icin toksik seviyelerin (50 ng/L
toksik etkiye neden olmayan; 1.4-19 ug/L ECsp) Uzerinde olmasi ve gamurda ylUksek
oranda birikiyor olmasi (5,58-12,5 mg/kg), daha toksik yan drunlere dontsme
potansiyeli bu kimyasallarin biyolojik AAT’lerdeki aritimlari ve akibetleri konusunda

daha detayli aragtirma yapilmasi geregini ortaya koymaktadir.

Ote vyandan, TCS'nin biyolojik AAT’lerde giderimine yonelik bugline kadar
gerceklestirilen c¢alismalarda, mikrobiyal kultirian TCS’ye adaptasyonu g6z 6nune
alinmadigi gorulmektedir. Halbuki, biyolojik kulturlerin toksik etki yapan kirleticilere,
belli bir aklimasyon protokolu dahilinde adaptasyonu ve bu yolla inhibisyon etkisinin
azalmasi veya ortadan kalkmasi s6z konusu olabilmektedir (Yetis vd., 1999; Dilek
vd., 1998; Silvestre vd., 2011; Vaiopoulou ve Gikas, 2012).

AAT’lerin galismasini ve verimini etkileyen énemli faktorlerden birisi de biyokinetik
parametrelerdir. Substrat kullanim orani ve bakterinin blyime hizi  gibi
parametrelerin bilinmesi, hem AAT'lerin dizayn asamasinda hem de igletme
esnasinda aritma sistemindeki organik maddelerin akibeti icin 6nem arz etmektedir
(Sahinkaya, 2006). Bu parametreler sayesinde Ozellikle biyolojik aritma sistemi
optimize edilerek veriminin arttirlmasi mamkin olmaktadir (Grady vd., 1996). S6z
konusu biyokinetik parametrelerin belirlenmesi icin yaygin olarak Monod Modeli

(Denklem 1) kullaniimaktadir.
S

Mm ax

“Ks+ S @

U

Burada; p spesifik bilylime hizini (zaman™), pmax maksimum spesifik biiylime hizini
(zaman™), S substrat konsantrasyonunu (kitle/birim hacim), Ks ise maksimum
bdylime hizinin yarisindaki substrat konsantrasyonunu (yari doygun hiz sabiti de

denilmektedir) (kutle/birim hacim) belirtmektedir.

Bilindigi Uzere, AAT’lere gelen sularin muhtevasinda genellikle birden ¢ok karbon
kaynagi ve toksik madde bulunmakta ve bu durumda da o6zellikle yuksek substrat
konsantrasyonlarinda bakteri buyumesinin engellenmesi s6z konusu olmakta ve

bdyle bir durumda Monod Modeli yetersiz kalmaktadir (Geng, 2010). Bu dogrultuda;



Kompetitif (yarigsmali) inhibisyon (Denklem 2), Nonkompetitif (yarigmasiz) inhibisyon
(Denklem 3) ve Substrat inhibisyonu (Denklem 4) durumlari goézlenmekte olup,
sistemdeki bakterilerin olgumlerinden elde edilen veriler dogrultusunda hangi
durumun sisteme hakim oldugu belirlenerek o duruma 6zgli Monod Modelinin
derivasyonundan elde edilen denklem yardimiyla sistemin biyokinetik parametreleri

tayin edilmektedir.

umax S
= —max” 2
a aKg + S @
umax S
= —max” 3
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Yukaridaki denklemlerde « inhibisyon katsayisi, K, kirletici inhibisyon katsayisi olup

aralarinda asagidaki denklemdeki gibi bir baginti bulunmaktadir.

I
=1+ (5)

Burada I inhibitér maddenin konsantrasyonunu teskil etmektedir.

TCS igceren atiksularin biyolojik aritilabilirligine iliskin kapsaml bir galisma yapilimasi

hedeflenen bu projenin 6zglin yanlari asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

Farkli duzeylerde TCS igeren atiksularin aktif camur sistemlerinde aritiminin detayli
olarak incelenmesi: Literaturde TCS aritimina yodnelik gesitli ¢alismalar olmakla
birlikte, sonuglar birbiriyle c¢elismektedir. Ayrica, kademeli olarak artan TCS
konsantrasyonlarinin sistem performansina ve TCS giderimine etkisinin detayl

olarak galigildigi bir aragtirmaya rastlanmamistir.

TCS giderim dizeyi, giderim mekanizmasi, TCS’nin aritma tesisinin KOI giderim
performansina etkisinin detayli olarak incelenmesi: Literatirde TCS giderimine
yonelik yapilan g¢alismalar celiskili sonucglar sunmakta olup, TCS’nin aktif camurdaki
akibeti, aklimasyonun sistem performansi etkisi detayli olarak bu projede galisiimis

olup, bu anlamda 6zgun bir nitelik tagimaktadir.
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Mikrobiyal kualtirin TCS’ye adaptasyonunun ve mikrobiyal kompozisyondaki
degisimin arastirimasi: Literatirde kademeli olarak artan TCS konsantrasyonuna
bagll olarak mikrobiyal kompozisyondaki degisimin incelendigi detayl bir ¢alismanin

olmamasi, projeyi bu yonuyle 6zgun yapmaktadir.

Kesikli reaktoérlerde TCS’nin aklime olmus ve olmamis kiltirin KOI giderim
performansina etkisi ve TCS’nin biyokinetik sabitler tGzerindeki etkisinin arastiriimasi:
Literaturde bu konu ile ilgili bir calismaya rastlanmamig olup, bu yonuyle de proje

0zgun bir nitelige sahip olmaktadir.
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3. GEREGC VE YONTEM
3.1. On Hazirlik

Deney sirasinda kullanilan reaktorler igin, plastik siseler yerine koyu renkli cam
siseler tercih edilmistir. Bunun nedeni, ylksek oranda hidrofobik 6zellik gdsteren
TCS’nin plastik malzemelere adsorblanmasinin 6nune gecilmesi ve muhtemel

fotodegradasyonun dnlenmesidir.

Deney sirasinda kullanilan kimyasallar; HPLC grade metanol (Merck, >%299,9
saflikta), HPLC grade acetonitril (Merck), sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich, =%97
saflikta), Proteous-pepton (Oxoid) ve sentetik atiksu mineralleri, TCS (Irgasan;
Sigma-Aldrich, 2%97 saflikta), 2,4-diklorofenol (Sigma-Aldrich, %99 saflikta), 4-
klorokatekol (Sigma-Aldrich, %97 saflikta), 4-dikloroanisol (Sigma Aldrich, %97
saflikta) ve 4-klororesorkinol (Sigma Aldrich, %98 saflikta) standartlaridir.

Deneyler sirasinda kullanilan TCS stok ¢ozeltisi 0,04 M NaOH iceren ultra safsuda
100 mL hacimdeki borosilikat cam (Pyrex) kaplara hazirlanmis ve karanlik ortamda

+4°C’de saklanmistir.

Deneyler sirasinda kullanilan makine ve techizatlar ile kullanim amaglar Tablo 3’de

verilmektedir.

Tablo 3. Projede kullanilan olan makine ve techizatlar

Adi/Modeli Kullanim Amaci

HPLC- SHIMADZU, LC 10AT TCS analizleri

Saf-su Cihazi / Human Power |+

Scholer ve Millipore Simplicity Hemen hemen butin deney ve analizler igin

gerekli olan saf suyun elde edilmesi

188
Kdl Firini/ Lenton Reaktorden alinan numunelerde UAKM analizi
mg’;@%‘;\ka“g’tmm [ Wisestir, Cozelti hazirlamada ve bazi analizlerde

Hassas Terazi / GEC AVERY Cozeltilerin hazirlanmasi, AKM ve UAKM 6lgima-

Reaktorden alinan numunelerde kati fazi sivi

Santriflj / Hettic rotofix 32A o
fazdan ayirmak igin

Buzdolabi Reaktorlerde kullanilacak besin ¢ozeltilerinin
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Adi/Modeli Kullanim Amaci

Ozelliklerini kaybetmeden saklanmasi, gamur
numunelerinin ve DNA numunlerinin korunmasi

HACH Reaktor KOI analizleri

HACH DR/2500

Spektrofotometre KOl analizleri

SOXhlet ekStI‘akSiyon CihaZ|/ Camurdan TCS ekstraksiyonu
Gerhardt

PCR cihazi (Istanbul Medeniyet | Ekstrakt edilen DNA'nIn cogaltiimasi
Unv. Biyomuhendislik BAl.)

DGGE cihazi ~(Istanbul | PCR ile cogaltilan DNA larin birbirinden ayrilarak
Medeniyet Unv. B|y0mUhend|SI|k denaturasyonu
B.)

Jel elektoforez cihaz (Istanbul | pCR ile cogaltilan DNA nin kalitesini kontrol
Medeniyet Unv. Biyomihendislik | etmek

B5l.)
Jel Goriintileme Cihazi | Jel elektroforez ve DGGE bantlarinin
(Istanbul Medeniyet Unv. | gériintiilenmesi

Biyomuhendislik Bol.)

3.2. Analitik élgiimler

AKM ve UAKM olgumleri Standard Methods (2540B) ve (2540E)'de (APHA, 1998)
belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Bu ¢ergevede, reaktdérden alinan 10 mL atiksu
numunesi 0,45 um por genigligindeki filtreden vakum yardimiyla gegirilmis, filtrede su
kalmayincaya kadar stizme islemine devam edilmis, filtre etivde 105°C’'de 1 saat
sure ile kurutulmustur. Havadaki nemden etkilenmemesi ve sogumasi igin filtre 30 dk
boyunca desikatorde bekletiimis ve ardindan hassas terazide tartilarak AKM 6lguimu
yapilmistir. Filtre ve Uzerindeki kalinti 550°C’de firnda 30 dk slresince yakilip,

desikatorde sogutulduktan sonra ise UAKM olgumu gercgeklestirilmigtir.

KOI élgiimleri Hach Lange kitleri ile EPA onayli HACH 8000 metodu (HACH Water
Analysis Handbook, 1992) uyarinca yapilmistir. Bu kapsamda, vakum filtreden
gegirildikten sonra 2 mL atiksu numunesi kitin icerisine eklenmig, sonrasinda kit
HACH reaktorinde 2 saat boyunca isitimigs ve HACH DR/2500 Spektrofotometresi

ile dlgim yapiimistir.

TCS konsantrasyonlari yuksek performanshi sivi kromotografi cihazi (HPLC-
SHIMADZU, LC 10AT, Tokyo, Japonya) ile dl¢ulmustir (Sekil 2). Nucleosil C18
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kolonu (4,6 mm x 250 mm), LC-10Atvp ¢bzucu tasima moduld, SC/LOAvp sistem
control Unitesi ve SPD-10Avp UV-VIS detektord (280 nm) ile donatih HPLC-UV
cihazinda yapilan olgimlerde saf su (%25) ve asetonitril (%75) karisimi ¢bzucu
olarak kullaniimis ve 1,5 mL/dak debi ile cihaza beslenmistir. Numune enjeksiyon
hacmi 20 pL olarak ayarlanmistir. S6z konusu metot ile TCS’nin gézlenme zamani
(pik verme zamani) 5,3-5,6 dakikadir. Olasi yan urun olusumu da HPLC-UV cihazi ile

izlenmisgtir.

Nms———"
=4y

e e — —

Sekil 2. HPLC-UV cihazi

3.3. Surekli Sistem Deneyleri

Sirekli sistem deneylerinde kullaniimak (zere ODTU Teknokent Membran Aritma
Tesisinin membran Unitesinden asi ¢gamur 6rnegi alinmistir. S6z konusu g¢amur
ornegi ile laboratuvar &lgekli biyolojik atiksu aritma Unitesi isletiimis olup, farkh
konsantrasyonlarda (100 ng/L-100 mg/L arasinda) TCS igeren ve kompozisyonu
Tablo 4’de verilen sentetik atiksu ile glnlik olarak besleme yapilmistir. Sentetik
attksu musluk suyunda hazirlanmigtir. TCS konsantrasyon arahgi, cesitli
organizmalar igin rapor edilmis olan TCS toksik esik degerleri (ECso, LCso gibi) ve
atiksularda bulunmasi muhtemel konsantrasyonlar géz 6ntne alinarak belirlenmistir.
Bu asamada, Proje Basvuru Formu’'nda calisiimasi ongorilen TCS konsantrasyon
arahginda (10 ng/L-10 mg/L) degisiklige gidilmesi ihtiyaci dogmustur. Bunun nedeni,
HPLC-UV ile TCS 6lcim metodu olusturma sirasinda, metodun olgim sinir degerinin
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(LOQ degerinin) 10 pg/L oldugunun tespiti ve dolayisiyla, bu degerin altinda hassas
ve Olculebilir sonuglar veremediginin anlagiimasidir. Bu sebeple, caligilacak alt
konsantrasyon degerinin belirlenmesi i¢in, 100 pg/L’den bagslayarak aritim sonrasi
Olcllebilir seviyeye disecek (ya da denk gelecek) TCS baslangi¢ konsantrasyonun
tespit edilmesi yoluna gidilmigtir. Bununla beraber, mikrobiyal kualtaran
aklimasyonunun yavas yavas saglanmasini mumkun kilmak adina, 100 pg/L’nin
altindaki TCS konsantrasyonu olan 100 ng/L ile de besleme yapiimistir. 100 ug/L ve
500 pg/L giris suyu deg@eri ile yapilan deneyler, kararli halde atiksu TCS cikis
konsantrasyon degerinin  metod O&lgum sinin  altinda kaldigini - gostermistir.
Dolayisiyla; TCS giderim verimi, akibeti ve kinetigi acisindan s6z konusu giris TCS
degerleri ile saglikli sonuglar alinamayacagindan 100 ng/L, 100 pg/L ve 500 ug/L
konsantrasyonlarinin mikrobiyal kultirin TCS’ye adaptasyonun izlenmesi ve aktif
¢amur genel performansi Uzerine etkisi nezdinde kullanilabilecegi anlasiimistir. Bu
nedenle, 1 mg/L’den dusuk giris TCS konsantrasyonlari igin, reaktdr kararli hale
ulastiginda, KOI, UAKM, pH ve camur hacim indeksi (CHI) élctimleri; 1 mg/L'den
yuksek giris TCS konsantrasyonlari icin ise ilave olarak TCS olgUmleri yapiimigtir.
Proje Bagvuru Formu'nda calisilmasi ongorilen Gst TCS sinir degeri olan 10
mg/L’nin ise, reaktorin ¢alisma performansina gore, diger bir deyisle, kaldirabilecegi
bagslangic TCS konsantrasyonun tespit edilebilmesine yonelik, artirlmasina karar

verilmistir ve 100 mg/L Ust TCS sinir degeri olarak ¢calisiimigtir.

Deneyler sirasinda, karbon ve enerji kaynagi olarak proteous-peptone (Oxoid)
kullanilmis olup, atiksuyun KOIi’si 500 mg/L olacak sekilde ilave yapiimistir. Reaktor
olarak 2,5 L (sivi hacmi 2 L) koyu kahverengi cam siseler kullaniimistir (Sekil 3).
Reaktordeki sivi hacmi, 1 L camur ornegi ve 1 L sentetik atiksu ile saglanmigtir. Ayni
anda c¢ok sayida reaktor isletebilmek ve arastirma siresini miUmkin oldugunca
kisaltmak icin, pompa gereksinimi vs. g6z énlune alinarak surekli sistem yerine yari
kesikli sistem (ani beslemeli ardisik kesikli reaktdr (pulse-fed sequencing batch
reactor)) ile galisiimistir. Reaktorler yari kesikli mod ile 8 gin gamur yasinda (SRT)
isletilmistir. S6z konusu ¢amur yasini saglayabilmek igin gunlik olarak sirasiyla,
reaktorden 250 mL atiksu disar atilmis, reaktor 30 dk ¢okelmeye birakilmig, Ustte

kalan suzuntd suyunun 750 mL’si reaktorden uzaklagtiriimis ve 1 L sentetik atiksu
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eklenerek reaktor hacmi 2 L'de sabit tutulmustur. Reaktor 25 °C ortam sicakliginda

isletilmis olup, havalandirma akvaryum hava pompalari ile saglanmistir.

Sekil 3. Aklime kaltur ile isletilen surekli sistem reaktért

Ginlik KOI ve UAKM dlciimleri sonucunda reaktdriin kararli hale ulastig
gérildiginde, reaktériin giris ve cikisindan alinan érneklerde TCS, KOI, AKM,
UAKM, pH ve CHI élgiimleri yapilmigtir. TCS gideriminin mekanizmasini anlamaya
yonelik kararli halde reaktorden alinan atiksu ve ¢amur drneklerinde HPLC-UV ile
TCS analizi yapilarak, sistem icin TCS kutle dengesi ¢ikarilmistir. Bu amagla, atiksu
ornekleri 0,45 um por genigligindeki filtreden gecirildikten sonra TCS dlgumleri HPLC-
UV ile gergeklestiriimistir. Ancak, c¢amur ornekleri Soxhlet aparati (Sekil 4)
kullanilarak methanol ile ekstraksiyon yapildiktan ve akabinde 0,45 pum por
genisligindeki filtreden gegirildikten sonra TCS analizi yapiimistir. Bu d&lgimler
sayesinde olasi yan urin olusumu da izlenmistir. Reaktorler kararli durum halinde
iken alinan gamur drneklerinde, ayrica, mikrobiyal kompozisyon belirleme ¢alismalari

gergeklestiriimistir.
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Sekil 4. Soxhlet aparati

Yukarida 6zetlenen reaktor calismalari, hem TCS’ye aklime olmus hem de aklime
olmamig kulturlerle gergeklestiriimigtir. Aklime kultlrle yapilan deneylerde, mikrobiyal
kUtlenin TCS’ye adaptasyonu, TCS konsantrasyonunun yavas yavas, kuguk artisli
kademeler seklinde artiriimasi yoluyla saglanmistir. Bu dogrultuda, dncelikle TCS
yoklugunda igletilen reaktérin kararli sartlara ulastigi goérildigunde, 100 ng/L
konsantrasyonda TCS igeren sentetik atiksu ile besleme igslemine gecilmistir. Ayni
sekilde, 100 ng/L TCS konsantrasyonu igin reaktor dengeye ulastiginda, reaktor
sirasiyla 100 ug/L, 500 pg/L, 1 mg/L, 10 mg/L, 20 mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L
konsantrasyonda TCS iceren sentetik atiksu ile beslenmeye devam edilmistir. 100
ng/L-100 pg/L TCS konsantrasyonu araligi mikrobiyal kultiran aklimasyonunun
saglanmasi amaciyla calisiimis olup, bu aralik i¢in kutle dengesi olusturulmamistir.
Bu sekilde, reaktdr 6 ay sureyle igletilmigtir. Diger taraftan, TCS’ye aklime olmamis
kultarlerle gergeklestirilen deneylerde, ayni kosullarda 5 ayri reaktor 1 ay sure ile
isletilmis olup; her biri farkli TCS konsantrasyonu (1, 10, 20, 50 ve 100 mg/L) igeren
sentetik atiksu ile ani dozlama (shock load) seklinde beslenmistir. Bu kulturlerde
aklimasyon s6z konusu olmadigindan, 100 ng/L-100 upg/L TCS konsantrasyonu

araligi galisilmamistir.
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HPLC-UV cihazinda ortaya c¢ikan teknik ariza nedeniyle, aklime olmamis kultar
deneyleri sirasinda HPLC-UV software’inde vyapilan degisiklikle kromotagram
sablonu biraz degismis ve mevcut metot ile TCS’nin deteksiyon zamani 5,5-5,8 dk

olmustur.

Tablo 4. Sentetik atiksu kompozisyonu

icerik Konsantrasyon

(mg/L)

Proteous-pepton 470
NacCl 156,70

Na S04 17,20

KoHPO,4 44,60

MgCl,.6H,0 3,70

FeCl,.4H,0 4,52

CaCl, 2,794
MnSO4.H,0 0,0638
ZnS04.7H,0 0,0819
CoCl,.6H,0 0,07525
CuS0O, 0,0760
(NH4)sM07024.4H,0 0,0338

3.4. Kesikli Sistem Deneyleri (Kinetik Galigma)

Kesikli deneyler 500 mL hacimli Erlenmeyer beherlerde gergeklestiriimis olup, sivi
hacmi 250 mL olacak sekilde musluk suyu kullanilarak ayarlanmistir. Beherlerin agzi
pamuk ile kapatilmistir. Deneyler sallamali etlivde, 25 °C’de ve 200 rpm karistirma
hizinda gercgeklestiriimigtir (Sekil 5). Kararli hale gelen yari kesikli reaktorlerden
(surekli sistem deneyleri) alinan ¢amur Ornekleri 2 kez saf su ile yikanarak,
mikroorganizmalarin  yUzeylerinde adsorplanmigs olan organik maddelerin
uzaklastirimasi saglanmistir. Elde edilen kulttrler saf su ile karistirilarak, her bir
beherde COD/biokitle orani < 0,4 olacak sekilde ayarlanmistir. Deneyler pepton

iceren ve igcermeyen besin ¢ozeltisi kullanilarak tekrarlanmis ve bdylece, hem
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TCS'nin tek karbon-enerji kaynagl olmasi durumu hem de diger kolay pargalanabilir
(proteous-pepton) karbon kaynagdinin kullanimina etkisi arastinimistir. Bu sirada,
peptonun besin ¢ozeltisinden c¢ikarilmasi ile ortaya ¢ikacak azot eksikligi NH4ClI
eklenerek karsilanmistir. Bu sekilde toplamda 21 kesikli reaktor isletilmistir (1 tane
TCS igcermeyen kontrol reaktord; 5 farkli konsantrasyonda (1,10, 20, 50 ve 100 mg/L
TCS) TCS’ye aklime olmus, TCS ve proteous-pepton igeren 5 reaktor; 5 farkh
konsantrasyonda (1,10, 20, 50 ve 100 mg/L TCS) TCS’ye aklime olmus, karbon-
enerji kaynagi olarak sadece TCS iceren 5 reaktor; 5 farkli TCS konsantrasyonunda
(1,10, 20, 50 ve 100 mg/L TCS) ani dozlama yapilan, TCS ve proteous-pepton igeren
5 reaktor; 5 farkh TCS konsantrasyonunda (1,10, 20, 50 ve 100 mg/L TCS) ani
dozlama yapilan, karbon-enerji kaynadi olarak sadece TCS igeren 5 reaktor). Belirli
zaman araliklarinda alinan orneklerde KOI, TCS, AKM ve UAKM analizleri
gerceklestiriimis ve elde edilen veriler biyokinetik sabitlerin (g, p, Y, Ks, K, gibi)
hesaplanmasinda kullaniimigtir.  Tiam deneyler 2 paralel igletilen sistemlerle

gergeklestiriimistir.

Sekil 5. Sallamali etiv

3.5. Mikrobiyal Kompozisyon Belirleme

Mikrobiyal kompozisyon belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalarda; sistem kararh hale
geldiginde ham ¢amur (TCS igermeyen), aklime (100 ng/L-100 mg/L TCS) ve aklime

olmamig (1-100 mg/L) kulturle igletilen surekli sistem reaktorlerinden alinan gamur
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orneklerinde DNA ekstraksiyonu yapiimis ve akabinde universal primerler
kullanilarak kulturden izole edilen 16SrDNA 06rnegi birlestiriimis PCR yontemi ile
cogaltiimistir. ikinci asamada ise DGGE kullanilarak biyofime ait bakteri
kompozisyonundaki degisim belirlenmistir. Deneyler sirasinda kullanilan materyal ve

metotlarla ilgili ayrintili bilgi agsagidaki bolumlerde sunulmaktadir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Son zamanlarda ¢esitli amagclarla yaygin olarak kullanilan PCR, bir DNA zincirinin
bilinen iki pargcasi arasinda uzanan 0zel bir DNA bolimunin enzimatik olarak
cogaltildigi in vitro bir tekniktir. PCR sayesinde, ¢ok kisa bir sure igerisinde (birkag
saat kadar) tek bir gen kopyasindan milyonlarca kopya c¢ogaltilmasi mumkin
olabilmektedir (Somma, 2006).

PCR prensip olarak hucre iginde (in vivo) DNA'nin kendini eglemesi mekanizmasina
dayanmakta olup, bu agsamada, ¢ift zincirli DNA (dsDNA) tek zincirli DNA (ssDNA)
bicimine ¢ozulmekte, kopyalanarak ¢cogaltiimakta ve tekrar baglanmaktadir. Diger bir
ifadeyle, PCR 3 ana igslemden olugsmaktadir. Bunlardan ilki, ¢ift sarmal DNA'nin
yuksek sicaklikta gdziilerek tek sarmal haline gelmesi yani denatiirasyondur. Ikinci
islem primer olarak kullanilan iki oligonukleotidin hedef DNA’ya baglanmasi olarak
bilinen primer eslesmesidir. Son asama ise, Mg+2 iyonlarinin varliginda, katalizor
olan DNA polimeraz ile primerlere nukleotid eklenmesi ve DNA zincirinin uzamasidir
(primer uzamasi) (Somma, 2006). PCR yontemindeki bu 3 ana islem Sekil 6’'da

oOzetlenmektedir.

PCR yontemi molekiler biyoloji ve molekuler tip alanlarinda siklikla kullaniimakta
olup, diagnostik ve adli tipta genlerin belirlenmesi, 6zel DNA pargalarinin klonlanmasi
amagclarina hizmet etmektedir. Son yillarda kullanim alani geniglemis olup, bakteri
kontaminasyonu, genetigi degistiriimis DNA'nin  varhigi ve gida igeriklerinin
O6zgUunligunun kontrolu gibi alanlarda da uygulanmaya baslanmistir (Somma, 2006).
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Sekil 6. PCR ¢ogalmasinin basamaklari (Somma, 2006).

Bu proje kapsaminda da mikrobiyal kompozisyonun belirlenmesi sirasinda PCR
yontemi kullaniimis olup, DGGE metodu ile siki bir sekilde birbirine bagli olmasindan

dolayi agsagidaki kisimda deneysel agiklamalarina yer verilmigtir.

Denatiiran Gradyan Jel Elektroforezi (DGGE)

Surekli sistem reaktoérlerinin igletiimesi sirasinda kararli halde ¢amur numunesi
alinarak molekuler biyoloji teknikleri kullanilmig ve bakteri populasyonunda zamanla
meydana gelen degisiklikler detayll olarak belirlenmigtir. Bu amagla, alinan
numunelerde bakteri DNA’sI ekstrakt edilmis, PCR ile 16SrRNA genleri ¢cogaltiimis

ve DGGE kullanilarak populasyon dinamigi incelenmistir (Sekil 7).

21



Camur Numunesi

(o)
Balkteri Popilasyonun
163 DA Extraksiyonu
—=_
k]

Birlegtirilmis Zincir Raksivonu l
-

Klﬂturdelﬁhaldeplere (I
163 tRN A genleri $
1 2 3 4 5
Denaturing gradient — S
gel electrophoresis _— ——
165 rRMN A
genleri
Mikleik asit
sirastun bulunmasi ¢
CTGAATCGTA

Sekil 7. Camur numunelerinde bakteri kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla
yurutulen molekuler analiz yontemleri

Camurdan DNA ekstrakt etmek icin DNA izolasyon kitleri kullaniimis olup, Uretici
firma tarafindan verilen prosedire gore ekstraksiyon yapilmistir. Ekstrakt edilen DNA
numuneleri -20°C’de muhafaza edilmistir. Escherichia coli 16S rRNA genin 341-926
nukleotit sirasina karsilik gelen DNA pargalari (DNA fragments), GC-BacV3f (5 -CCT
ACG GGA GGC AGC AG-3)) ileri ve 907r (5-CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT-3)
geri primerleri kullanilarak c¢ogaltiimistir. Ayrica, DGGE analizinde stabilizasyonu
saglamak amaciyla, kullanilan ileri primerin (forward primer) 5 ucunun sonuna 40
baz uzunlugunda bir GC dizisi bulunmaktadir (Muyzer et al., 1996). PCR'da DNA
¢ogaltma islemi igin PCR cihazinda kullanilan program ise; 95°C’de 5 dakika ilk
denaturasyon (initial denaturation) ve arda arda toplam 30 donglu olacak sekilde
94°C’de 30 saniye (denaturation), 50°C'de 1 dakika primer baglanmasi (primer
annealing), 72°C’de 2 dakika boyunca primere yeni nikleotitlerin baglanmasi (primer
extension) ve 30 donglnin tamamlanmasini takiben son olarak 72°C de 10 dakika

boyunca son nikleotit eklenmesi (final extension) seklinde calismaktadir. PCR
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arunlerinin - mevcudiyeti etidium bromdr ile boyanan %1 (w/v) lik agaroz jel
elektroforeziz ile kontrol edilmistir (Sekil 8'de Ornek bir agaroz jel elektroforeziz
gosterilmistir). DGGE igcin INGENY phor U-2, Ingeny International BV kullaniimigtir.
DGGE i¢in hazirlanan jel; %35-60 arasinda degisen bir gradiente (%100 Uk
denaturant 7 M ure, %40 Akrilamid bis (v/v) ve formamide icermektedir.) sahip olup
1XTAE tampon ¢ozeltisi icinde %8 poliakrilamid gel icermektedir. DGGE iglemi 60°C
ve 100 V da 22 saat slreyle gercgeklestiriimistir. Elektroforezden sonra, jel SYBR
Gold c¢ozeltisinde (100uL/L TAE tampon ¢ozeltisi) 35 dakika boyanmis ve 3UV

Transilluminator ve Dijital Kamera ile fotografi ¢ekilmistir.

R
((HH

e e w4 e
— . R TR Rl

Sekil 8. PCR urunlerini kontrol etmek amaciyla yuratilen érnek bir agaroz jel
elektroforeziz

DGGE analizinde elde edilen bantlar steril bir bisturu ile kesilerek icinde 20 yL DNA
icermeyen su bulunan 1 mL’lik tlplere konulmus ve -20°C’de dondurularak
saklanmistir. Kesilen DNA bantlarini PCR ile ¢gogaltmak igin ileri primer olarak GC eki
icermeyen 342f, geri primer olarak 907r kullaniimistir. Elde edilen PCR Urdnlerinin
DNA sirasinin belirlenmesi, diger adiyla sekans analizi, projede hizmet alimi
kapsaminda ODTU Teknokent'de yer alan REFGEN Ltd. Sti.'ye yaptiriimistir. Sekans

analizi sonrasinda, BLAST uygulamasi ile mikrobiyal kompozisyon tayini yapiimistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Surekli Sistem Deneyleri
4.1.1 Aklime Kiilttir

100 ng/L-100 mg/L TCS konsantrasyon araliginda aklime edilmis kudlttrle yari kesikli
modda 6 ay boyunca isletilen reaktoriin denge halindeki KOI, AKM, CHI ve pH
degerleri Tablo 5’de sunulmaktadir. Farkli giris TCS konsantrasyonlarinda sistemin

kararli hal durumunda KOI ve AKM degisimi Sekil 9°da gosterilmektedir.

Tablo 5. TCS’ye aklime olmus kultirle isletilen reaktorin kararl hal degerleri

Cikis KOI .
TCS AKM (mg/L) | GHI (mL/qg) pH
(mg/L)

- 30 1000 54,17 7,40
100 ng/L 35 1020 53,10 7,39
100 ug/L 37 1080 54,01 7,39
500 pg/L 45 1280 52,08 7,40

1 mg/L 78 280 59,52 7,41
10 mg/L 94 170 122,55 7,48
20 mg/L 162 380 76,75 7,50
50 mg/L 211 200 93,75 7,51
100 mg/L 263 130 96,15 7,56
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Sekil 9 KOI ve AKM degisimleri (Strekli sistem deneyleri, aklime kiltiir)
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TCS'nin sistemdeki KOI giderimine etkisini gorebilmek amaciyla giris TCS giris

konsantrasyonu sonucu sistemin KOI giderim ylizdesi Tablo 6’da dzetlenmistir.

Tablo 6. KOI giderim verimi (Surekli sistem deneyleri, aklime kiiltiir)

TCS Girig _
Konsantrasyonu KOI giderimi (%)
0 94
100 ng/L 5
100 pg/L 556
500 pg/L o1
1 molL 84,4
10 mglL 81,2
20 mg/L 676
50 mg/L 578
100 mg/L 472

Tablo 5 ve Sekil 9’dan gorulecegi gibi, reaktordeki giris TCS konsantrasyonu arttikca
kararli halde goézlenen KOI degeri de artmaktadir. Diger bir deyisle, sistemin KOI
giderim verimi artan TCS konsantrasyonuyla birlikte azalmaktadir. Reaktére hi¢ TCS
sunulmadiginda 30 mg/L olan c¢ikis KOIi degeri, TCS sunuldukca giderek
yukselmektedir. 1 mg/L giris TCS konsantrasyonuna kadar bu artis ¢ok belirgin
degilken, yiksek konsantrasyon dozlarinda gézlemlenen KOI degerinde belirgin
artiglar goérilmistir. Ayni sekilde, reaktdrde TCS bulunmazken %94 olan KOI
giderim verimi, 100 mg/L TCS varliginda tam anlamiyla yarisina (%47,4) kadar
dismektedir (Tablo 6). Bu durum, ylksek konsantrasyonlarda TCS’nin mikrobiyal
kaltar Gzerinde toksik etki yarattigi, bu nedenle komunitenin ortam sartlarina duyarli
hale gelerek besini/substrati (proteous-pepton) kullanamadigi ve dolayh bir sekilde
sistemin KOI gideriminin de olumsuz olarak etkilendigi yéniinde yorumlanabilir.
Buradan hareketle, AAT’lere TCS igeren girdilerin ulagsmasi, tesisin performansini
etkileyerek istenen desarj kriterlerinin saglanamamasina ve alici ortam su kalitesinin

bozulmasina neden olacagi dikkate alinmasi gereken bir gergektir.
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1 mg/L’'den blyuk TCS giris konsantrasyonlari i¢in reaktor kararli hale geldiginde
attksu ve c¢amurda gercgeklegtiriien TCS analizleri sonucunda, kutle dengesi

cikarilmistir.

TCS kutle dengesi olusturulurken asagidaki formul (Denklem 6) dikkate alinmistir.

Min = Moyt + Mgamur + I\/lgiderilen (6)

Bu formulde; M, reaktore duzenli olarak beslenen giris TCS miktarini (mg), Mout
denge halinde sivi fazda kalan TCS miktarini (mg), Mc¢amyr denge halinde aktif
camurda kalan TCS miktarini (mg), Myigerien ise sistemde biyolojik olarak

giderilen/aritilan (biodegradasyon) TCS miktarini (mg) ifade etmektedir.

Yukarida belirtildigi Gzere, reaktdére beslenen farkli TCS konsantrasyonlari igin,
reaktorin denge haline gelmesini takiben, c¢ikis suyu ve ¢amur orneklerinde TCS
analiz sonuglarini gésteren HPLC kromatogramlari, “Yan Uriin Analizi” baglikli
bélimde (Badl. 4.1.3) sunulmustur. Kromatogramlarda TCS’nin gdézlenme zamani 5,3-

5,6 dk araliginda seyretmektedir.

Denklem 6’da verilen formual ve Bol. 4.1.3’ de verilen reaktér c¢ikis suyu ve ¢amur
kromatogram sonuglarina dayanarak olusturulan TCS kutle dengesi analizi Tablo

7’de verilmektedir.

Tablo 7. TCS’ye aklime olmus mikrobiyal kultirle igletilen reaktor igin olusturulan TCS
kutle dengesi

iri TCS
GII'I§ TCS Mgamur Mout Mgiderilen TCS . L
. . ... |Giderimi, %
(biyodegradasyon)|Biyogiderimi,
sudan
mg |mg/L| mg | mg/L| mg | mg/L (Ma) % (
uzaklastirilan)
2 1 0,06 | 0,03 | 0,00 | 0,00 1,94 97 100
20 | 10 | 1,33 | 0,665 | 0,07 | 0,035 18,60 93 99,65
40 | 20 | 2,36 | 1,18 | 5,74 | 2,87 31,90 79,75 85,65
100| 50 | 6,00 | 3,00 | 19,13 | 9,565 74,87 74,87 80,87
200 | 100 | 47,06 | 23,53 | 28,32 | 14,16 124,62 62,31 85,84
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Tablo 7°den de gorulecegi gibi, reaktore beslenen giris TCS miktari arttikga, sistemin
biyolojik TCS giderim ylizdesi azalmaktadir. Ornegin, 1 mg/L TCS ile besleme
yapildiginda s6z konusu reaktér %97 oraninda biyolojik TCS giderim performansina
sahipken, 20 mg/L TCS reaktére enjekte edildiginde bu deger %80’lere kadar
gerilemekte ve hatta 100 mg/L TCS ile besleme yapildiginda mevcut sistemin TCS
biodegradasyon performansi gittikce azalarak %62’lere kadar dusmektedir. Farkh
giris TCS konsantrasyonlarinda, sistem denge haline geldiginde, atiksu ve ¢gamurda
g6zlemlenen TCS konsantrasyonlari ile TCS biyogiderim verimleri Sekil 10'da
gorulmektedir. Sudan uzaklastirilan TCS agisindan bir degerlendirme yapildiginda
ise, giris suyundaki 1 mg/L TCS’nin %100 oraninda giderildigi, bu oranin 20 mg/L ve
100 mg/L giris TCS degerleri ile birlikte, %85’lere dustugu goérulmektedir. Literatirde
de yapilan bir ¢cok g¢alismada TCS’nin hidrofobik karakteri géz ardi edilerek, aritma
tesisisi c¢ikigl alinan su oOrneklerindeki TCS analizi dogrultusunda yuksek giderim
verimleri rapor edilmigtir. Ancak, gamura adsorplanmanin dikkate alinmayarak bu
giderim verimlerinin saglandigini sdylemek gercegi yansitmamaktadir. Bu durum
karsisinda, AAT’lerde TCS giderimi izlenirken, hidrofobik yapisi nedeniyle TCS’nin
¢amura adsorbe olacagl gercegiyle camurdaki miktarina da bakilmali ve buna gore
degerlendirme yapilmalidir. Ayrica, bilindigi gibi TCS bagka toksik maddelere de
dénusebilmektedir ve bu giderim yizdelerinin, “Yan Uriin Analizi” baslikhi bélimle

birlikte degerlendiriimesi gerekmektedir.
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Sekil 10. Kararh hal atiksu ve gamur TCS konsantrasyonlari, TCS biyogiderim
verimleri (Surekli sistem deneyleri, aklime kultir)
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Sisteme ulagsan TCS miktarina bagli olarak TCS’nin atilksu ve ¢amurda kalma

yuzdeleri ile biyogiderim ylzdeleri $Sekil 11'de verilmektedir.
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10% | .
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Girig TCS miktari (mg)

Biyogiderim

Dagilim yuzdesi

Sekil 11. TCS’nin atiksuda, camurda ve biyogiderim olarak dagilim yizdesi (Surekli
sistem deneyleri, aklime kaltur)

Sekil 11’den de gorulecegi gibi giris TCS miktari artikga, giderim verimi azalmakta ve
aerobik aritma sonrasinda atiksu fazinda kalan TCS yluzdesi artmaktadir. Sisteme 2
mg (1 mg/L) TCS girisi oldugunda, aritma sonrasinda atiksuda TCS hig
g6zlenmemekte, %3 TCS ¢amura adsorblanmakta ve %97 biyogiderim olmaktadir.
Giris TCS miktari 200 mg (100 mg/L) oldugunda, azalan giderim verimi ile birlikte,
baslangigtaki TCS’nin yaklasik %14’0 atiksuda kalmakta, %24’G ¢amura
adsorblanmakta; geriye kalan kismi ise sistemde giderilmektedir. Giderimin yani sira,
aritma sirasinda herhangi bir yan Griin olusup olusmadigi “Yan Uriin Analizi” baslikli

bdélimde (Bol. 4.1.3) degerlendirilmigtir.

4.1.2 Aklime Olmamig Kiiltur

1 mg/L - 100 mg/L TCS konsantrasyon araliginda aklime olmamig kulturle yari kesikli
modda 1 ay slresince igletilen reaktoriin denge halindeki KOI, AKM, CHi ve pH
degerleri Tablo 8'de sunulmaktadir. Farkli giris TCS konsantrasyonlarinda sistem
kararli hal durumunda KOI ve AKM degisimi Sekil 12’de gdsterilmektedir.
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Tablo 8. TCS’ye aklime olmamis kiltirle isletilen reaktoértn kararl hal performans
degerleri (1 mg/L-100 mg/L TCS agI konsantrasyonlarr)

TCS (mg/L) | KOI (mg/L) | AKM (mg/L) | SVI (mL/g) pH
- 30 1000 54,17 7,40
1 170 200 104,17 7,39
10 186 150 111,11 7,40
20 208 130 96,15 7,43
50 214 120 86,81 1,47

100 289 100 83,33 7,50
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Sekil 12. KOI ve AKM degisimleri (Sirekli sistem deneyleri, aklime olmamis kultiir)

Ani dozlama yapildiginda TCS’nin sistemdeki KOI giderimine etkisini gorebilmek
amaciyla farkh giris TCS konsantrasyonlarinda sistemin KOI giderim yiizdesi Tablo

9’da 6zetlenmistir.

Tablo 9. KOI giderim verimi (Siirekli sistem deneyleri, aklime olmamis kiiltiir)

TCS Giri G
KonsantrasyonE (mg/L) KOl giderimi (%)

- 94

1 66

10 62,8

20 58,4

50 57,2
100 42,2
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Tablo 8 ve Sekil 12'den gorulecegi gibi, reaktordeki giris TCS konsantrasyonu
arttikca kararl halde gbzlenen KOI degeri de artmaktadir. Diger bir deyisle, aklime
kiltir deneylerinde oldugu gibi sistemin KOI giderim verimi artan TCS
konsantrasyonu ile birlikte azalmaktadir. TCS igermeyen ham c¢amur ile igletilen
reaktérde KOI giderim verimi %94 iken, ham ¢amura 1 mg/L TCS ile ani dozlama
yapildiginda s6z konusu giderim verimi %66’ya gerilemekte, 100 mg/L TCS ile karsi
karsiya kaldiginda ise verim ham c¢amura oranla yarisindan fazla (%42,2)
dusmektedir (Tablo 9). Bu durum, TCS’nin mikrobiyal kultir Uzerinde toksik etki
yarattigi, bu nedenle komdunitenin ortam sartlarina duyarli hale gelerek
besini/substrati (proteous-pepton) kullanamadigi ve dolayli bir sekilde sistemin KOI
gideriminin de olumsuz olarak etkilendigi yéninde yorumlanabilir. S6z konusu
durumun gunlik hayata yansimasi, AAT lere ani veya kesikli desarjlar ile TCS igeren
girdilerin ulasmasi sonucunda biyolojik Unitelerin ¢alisma performansinin olumsuz

yonde etkilenmesi ve sistemin giderim veriminin dismesi seklinde olacaktir.

Aklime olmusg kultirle kiyaslama yapildiginda, aklime olmamis kultur ile igletilen
reaktdrlerde sistemin KOI gideriminde genel bir azalis goriimistir. Bu azals,
¢aligilan tim TCS konsantrasyonlarinda aklime ve aklime olmamis kulturlerle igletilen
reaktdrlerde rastlanmistir. Ancak, yiiksek TCS konsantrasyonlarinda sistemin KOI
giderim verimi aklimasyondan daha az etkilenmistir. Ornegin, 1 mg/L TCS ile aklime
olmus kultiirii iceren reaktdrde %84 oraninda KOI giderilebilirken, ayni TCS
konsantrasyonunda ani dozlama yapilan reaktorde bu oran %66’lara dusmustur.
Diger taraftan, 100 mg/L TCS ile aklime olmus kiltir(i iceren reaktdr %47,4 KOI
giderim verimine sahipken, ayni TCS konsantrasyonunda aklime olmamis kdltirle
isletilen reaktorde bu verim %42’lerde seyretmistir. Bu da belli bir Kkirletici
konsantrasyon degerinden sonra, aklimasyonun, biyolojik olarak igletilen sistemin
KOI giderimine nispeten daha az etki ettigi seklinde yorumlanabilir. Yine de,
aklimasyon halinde gdézlemlenen KOI giderim verimlerinin aklimasyonun olmadigi
sartlara nazaran daha yuksek olmasi, literatirde bahsedilen agiklamalari destekler
niteliktedir. Yani belli bir adaptasyon protokolu halinde sistemin giderim verimi

kirleticiden olumlu yonde etkilenebilmektedir.
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Farkli TCS konsantrasyonlarinda aklime olmamig kulturle isletilen reaktorlerin denge
haline gelmesini takiben, ¢ikis suyu ve ¢amur orneklerinde TCS analiz sonuglarini
g6steren HPLC-UV kromatogramlari, “Yan Urlin Analizi” baglikli bélimde (Bdl. 4.1.3)
sunulmustur. Kromatogramlarda TCS’nin gézlenme zamani 5,5-5,8 dk araliginda

seyretmektedir.

Denklem 6’da verilen formul ve Bol. 4.1.3'de verilen reaktdr ¢ikis suyu ve ¢amur
kromatogram sonuglarina dayanarak olusturulan TCS kitle dengesi analizi Tablo

10’da verilmektedir.

Tablo 10. TCS’ye aklime olmamis mikrobiyal kalturle igletilen reaktor igin olusturulan
TCS kutle dengesi

iri TCS

GII'I§ TCS Mgamur MOUt Mgiderilen TCS . . .
. . ... |Giderimi, %

(biyodegradasyon)|Biyogiderimi,
sudan
mg |mg/L| mg | mg/L| mg | mg/L (M) % (

uzaklastirilan)

2 1 |0,072|0,036| 0,04 | 0,02 1,888 94,40 98,00

20 | 10 | 0,264 |0,132| 1,18 | 0,59 18,556 92,78 94,10

40 | 20 |10,36 | 5,18 | 11,12 | 5,56 18,52 46,30 72,20

100 | 50 |42,06|21,03| 14,70 | 7,35 43,24 43,24 85,30

200 | 100 | 94,52 | 47,26 | 21,05 |10,525 84,43 42,22 89,48

Tablo 10’dan da gorulecegi gibi, reaktére ani dozlama yapilan giris TCS miktari
arttikga, sistemin biyolojik TCS giderim ylzdesi énemli dlglide azalmaktadir. Ornegin,
1 mg/L TCS ile ani dozlama yapildiginda reaktorin biyolojik TCS giderim
performansi %94 civarinda iken, 10 mg/L TCS reaktore enjekte edildiginde bu deger
az bir dusisle %93'lere yaklagsmaktadir. Ancak, 10 mg/L ve 20 mg/lL TCS
konsantrasyonlarinda sok dozlanan reaktorlerde gozlemlenen biyolojik TCS giderim
verimlerinde belirgin bir fark meydana gelmis ve ciddi denebilecek dususler
gOzlemlenmistir. Bu durumda, %93’lere yaklasan giderim verimi yari oraninda bir
disusle %46’lara kadar gerilemistir. Buradan ¢ikarilabilecek olan sonug, 10-20 mg/L
konsantrasyon araliginda TCS’nin, aklimasyonun olmadidi kosullarda, biyolojik
sistemdeki belirli bir mikrobiyal komunite Uzerinde ani (akut) toksik etki yarattigi, bu

mikroorganizmalar tarafindan kullanilamayip giderilemedigi ve toplamda reaktorin
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giderim veriminin azaldigidir. Farkh giris TCS konsantrasyonlarinda, sistem denge
haline geldiginde, atiksu ve gamurda gozlemlenen TCS konsantrasyonlari ile TCS
biyogiderim verimleri Sekil 13'de gértulmektedir. Yalniz bu giderim degerlerinin, “Yan

Uriin Analizi” baslikli bélumle (Bdl. 4.1.3) ile birlikte degerlendiriimesi gerekmektedir.
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Sekil 13. Kararli hal atiksu ve camur TCS konsantrasyonlari, TCS biyogiderim
verimleri (Surekli sistem deneyleri, aklime olmamis kultir)

Sisteme ulagsan TCS miktarina bagli olarak TCS’nin atiksu ve ¢amurda kalma

yuzdeleri ile biyogiderim ylzdeleri Sekil 14’de verilmektedir.
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Sekil 14. TCS’nin atiksuda, gamurda ve biyogiderim olarak dagilim yuzdesi (Surekli
sistem deneyleri, aklime olmamis kultur)
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Sekil 14’'den de goruleceg@i gibi ani dozlama yapilan TCS miktar artikga, giderim
verimi onemli oranda azalmig ve c¢amura adsorplanan TCS yuzdesi artmistir.
Sisteme 2 mg ani TCS girisi oldugunda, aritma sonrasinda TCS’nin %3’0 atiksuda
kalmis, %3,6’sI gamura adsorblanmis ve %94,4’U biyolojik olarak giderilmistir. TCS
miktari 200 mg oldugunda ise, azalan giderim verimi ile birlikte, baglangigtaki
TCS'nin yaklasik %11’i atiksuda kalmis, %47’si gamura adsorblanmis; geriye kalan
kismi ise sistemde giderilmistir. Giderimin yani sira, aritma sirasinda herhangi bir yan

urtin olugup olusmadig “Yan Urlin Analizi” bashkl bolimde (Bdl. 4.1.3) ele alinmistir.

Aklime olmus kultirle kiyaslama yapildiginda, aklime olmamig kuiltur ile isletilen
reaktorlerde daha dustik TCS giderimi elde edilmistir. Bu durum, ¢alisilan tim TCS
konsantrasyonlarinda go6zlenmigtir. Ayrica, aklime olmamis kultirle igletilen
reaktorlerde 1 mg/L ve 100 mg/L TCS ile yapilan dozlamalarda, sistemin TCS
biyogiderim ylzdesinde ¢ok daha keskin bir digus yasanmistir (%94,4:%42,2). Diger
taraftan, aklime kultirde s6z konusu konsantrasyonlarda sistemin TCS biyogiderim

performansi daha az etkilenmistir (%97:%62,31).

4.1.3 Yan Uriin Analizi

Bilindigi tUzere, TCS’nin biyolojik olarak bozunmasi sonucunda diger yan urlnlere
donusme ihtimali s6z konusudur. Konuya iligkin olarak literatirde TCS’nin 6zellikle
AAT’lerde uygulanan klorlama isleminden sonra daha toksik maddelere (klorlu
fenoller, trihalometanlar-THM), cevre ortaminda ise dioksinler, 2,4-diklorofenol, 2,4,6,
triklorofenoller gibi maddelere dénustigu bildiriimektedir (Kanetoshi vd., 1987; Rule
vd., 2005). Bu bulgular 1siginda incelenmesi 6nem arz etmekte olan TCS’nin biyolojik
bozunmasindan kaynaklanan yan urtnler, aklime ve aklime olmamig kultlrle isletilen
surekli sistem reaktorlerinin kararli hale gelmesini takiben alinan gamur ve ¢ikis suyu
orneklerindeki TCS seviyelerinin belirlenmesi kapsaminda elde edilen HPLC-UV

kromatogramlari kullanilarak incelenmistir (Sekil 15 ve $ekil 16).

Sekil 15 ve Sekil 16’da sunulan kromatogramlarin incelenmesinden de anlagilacagi
uzere, sistemler kararliyken alinan reaktér cikis suyunda ve camurda, TCS’den
bagka, farkli piklerin mevcut oldugu gorulmektedir. Bu maddelerin tayin edilmesi
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amaciyla literatlr taramasi ve olasi yan urunlerin tespit galismalari gergeklestiriimesi
icin 2,4-diklorofenol (2,4-DCP), 4-klorokatekol (4-CC), 4-klororesorkinol (4-CR), 2,4-
dikloroanisol (2,4-DCA) standartlari temin edilmistir. Bu standartlarin, HPLC-UV
cihazinda kromatogramlari elde edilmis ve pik verdikleri zamanlar belirlenmigtir.
Boylelikle, standartlarin pik zamanlar ile deneyler sonunda elde edilen piklerin

zamanlarinin karsilastiriimasi yapimistir.
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Sekil 15. Reaktor ¢ikis suyu ve gamur érneklerinde TCS 6lgimune ait HPLC-UV
kromatogramlar (Giris suyu TCS = 1, 10, 20, 50 ve100 mg/L, aklime kultar)
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Sekil 16. Reaktor ¢ikis suyu ve gamur 6rneklerinde TCS 6lgimune ait HPLC-UV
kromatogramlari (Giris suyu TCS = 1, 10, 20, 50 ve100 mg/L, aklime olmamis kultdr)
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Standartlarin tespit edilen pik verme sureleri; 2,4-DCP (2,6-2,7 dakika), 4-CC (1,9-2,0
dakika), 4-CR (1,85 dakika), 2,4-DCA (4,9-5,0 dakika) olarak belirlenmigtir. Deney
sonuglarindan elde edilen Sekil 15 ve Sekil 16’daki kromatogramlarda goértlen ve 2,7
ile 4,9 dakikalarinda tespit edilen piklerin, standart élgimlerinde elde edilen 2,4-DCP
ve 2,4-DCA pikleri (Sekil 17) ile ayni zamanda geldigi belirlenmistir. Bu sonuglar
Isiginda; 2,4-DCP ve 2,4-DCA’nin TCS’nin biyolojik olarak bozunmasindan olugsan

yan urunler oldugu tespit edilmigtir.
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Sekil 17. 2,4-DCP ve 2,4-DCA standartlarinin HPLC-UV kromatogramlari

SOz konusu yan urunlerin olusma durumlari dikkate alindiginda, aklime kulturle
isletilen surekli sistem reaktdriinde 1 mg/L TCS konsantrasyonu harig tim ¢ikis suyu
Olcimlerinde 2,4-DCP’nin olustugu, 1 mg/L TCS konsantrasyonunda ise TCS’nin
suda hi¢ kalmadigi ve sadece 2,4-DCA’nin olustugu gézlemlenmektedir. Aklime
kaltdr camur orneklerinde ise 100 mg/L TCS konsantrasyonu harig tim TCS
konsantrasyonlarinda 2,4-DCP’nin olustugu belirlenmistir. Bu kapsamda, aklime olan
bir kGltirin TCS’ye maruz kalmasi durumunda suda ve ¢amurda biyolojik bozunma
sonucunda 2,4-DCP’nin olusabilecegi agir basmakla birlikte, ¢ikis suyunda 2,4-
DCA’nin olugma ihtimali de mevcuttur.

Ote yandan, aklime olmamis kiiltirle isletilen strekli sistem reaktorlerinde olusan yan
drtnler incelendiginde ise, tim c¢ikis suyu Orneklerinde 2,4-DCP ve 2,4-DCA’ya

rastlanmis, camur 6rneklerinde ise 100 mg/L TCS hari¢ tim 6rneklerde 2,4-DCA’nin
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olustugu tespit edilmigtir. Bu sonuglardan yola c¢ikarak, TCS’ye aklime olmamig
sistemlere ani TCS girigi oldugunda, TCS’nin biyolojik olarak bozunarak 2,4-DCP ve
2,4-DCA’ya donismesi muhtemeldir.

Tablo 11'de s6z konusu yan Urunlerin konsantrasyonlari veriimektedir. Bu tablodan
goruldugu Uzere, aklime olmamig kulturlerde yan Urin konsantrasyonlari, aklime
olmus kultlrlere gore daha ylksek gdzlenmistir. TCS konsantrasyonu arttikga yan
uriin konsantrasyonu azalma egilimi géstermistir. Aklime kiltlrde 2,4 DCA ¢amur ya
da c¢ikis suyunda (1 mg/L TCS i¢in hari¢) gozlenmemigstir. Diger taraftan, hem c¢ikis
suyu hem de camurda en yuksek 2,4 DCA konsantrasyonlari aklime olmamis
kaltarlerde olugsmustur. Aklime olmamis kilttrlerde, 2,4 DCP’nin ¢amurda birikimi
gerceklesmezken, cikis suyunda, giris TCS konsantrasyonuna bagh olarak 10-60
Mg/L arasinda degismistir.

Bu bulgular genel olarak degerlendirildiginde, aklimasyonun olumlu etkisi net olarak

gorulmektedir.

Tablo 11. Aklime ve aklime olmamig kulturler i¢in yan Griin konsantrasyonlari

2,4 DCP (uglL) 2,4 DCA (pg/L)
Numune =TCS (mg/L) Cikis Suyu Camur Cikis Suyu | Camur
Aklime kultur-1 - - 90,66 -
Aklime kultur-10 6,61 8,24 - -
Aklime kultur-20 4,73 5,28 - -
Aklime kultur-50 4,95 4,98 - -
Aklime kulttr-100 4,47 - - -
Aklime olmamig kaltur-1 62,73 - 153,14 277,50
Aklime olmamig kaltur-10 19,88 - 160,26 168,57
Aklime olmamig kaltur-20 13,22 - 112,93 100,19
Aklime olmamig kaltur-50 12,09 - 95,97 134,83
Aklime olmamig kulttur-100 10,07 - 96,80 -
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4.2 Kesikli Sistem Deneyleri (Kinetik Galigma)

Kesikli sistem deneyleri sirasinda baglangi¢ biyokutle konsantrasyonu olabildigince
yuksek tutularak (minimum 215 mg/L), hem degradasyonun hizlandiriimasi ve
mikrobiyal kultirin ortam sartlarina aklimasyon periyodunun (lag phase) mumkin
mertebede azaltilarak ek bir adaptasyona maruz kalmasinin onlenmesi, biyokutle
konsantrasyon degdigsiminin  minimumda tutulmasi ve bdylece gozlenen kinetik
sabitlerin etkilenmemesi hedeflenmistir. S6zU edilen minimum baglangi¢ biyokutle
konsantrasyonu, aklime kiiltir deneylerinde, TCS/biyokiitle oraninin (KOi bazinda)

<0,28; aklime olmamis kulttr deneylerinde ise <0.36 degerine karsilik gelmektedir.

Ik olarak, ham ¢amurda TCS yoklugunda pepton degradasyonu calisiimis olup, bu
sayede TCS ilavesi ile sistemin Yield (Y, g UAKM/g giderilen substrat) katsayisi,
diger bir deyigle, giderilen substrat miktarina bagli tretilen katt madde miktari Gzerine
etkisi incelenmigtir. TCS yoklugunda igletilen bu kontrol reaktorinun Y katsayisi
0,3488 g UAKM/g KOi olarak bulunmustur.

4.2.1 Pepton Varhginda TCS Giderim Kinetigi

Kolay pargalanabilir substrat kaynagi olan peptonun yanisira TCS’nin ikincil substrat
kaynagi olarak bulundugu kesikli sistem deneyleri aklime ve aklime olmamig kulttr

ortamlarinda gergeklestirilmis olup, elde edilen sonuglar asagida ele alinmistir.

Peptonlu ortamda aklime kultir ve aklime olmamig kultlr icin isletilen kesikli

reaktorlerde zamana bagli KOI degisimi, Sekil 18'de sunulmaktadir.
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Sekil 18 Peptonlu ortamda aklime (a) ve aklime olmamig (b) kaltar icin igletilen

kesikli reaktdrlerde KOI'nin zamana bagh degisimi

Sekil 18'de gérildiigi tizere, hem aklime hem de aklime edilmemis kiiltiir igin, KOI ilk
1 saatte hizli bir disls sergilemektedir. TCS konsantrasyonu arttikga, KOI giderim
verimi dusmektedir (Tablo 12). Bu durum, hernekadar, isletme kosullarindaki

farklihktan kaynakli, giderim yuzde degerleri farklilik gosterse de, egilim baglaminda
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surekli sistem bulgulari ile parallellik gostermektedir. TCS konsantrasyonun 1-20
mg/L arasinda oldugu kosullarda, TCS’nin pepton kullanimini etkilemedigi acgikca
goOrulmektedir. Bununla beraber, 50 mg/L nin Gzerinde TCS, pepton kullanimini
olumsuz ydnde etkilemektedir. Her ne kadar TCS varliginda KOI giderim verimi
diisse de, maksimum KOI giderim hizi TCS varliginda degismemis olup, ortalama
maksimum KOI giderim hizi TCS konsantrasyonundan bagimsiz olmak iizere aklime
kiltir icin 0,682+0,026 mg KOIi/(mgMLVSS.saat), aklime edilmemis kiltir icin

0,683+0,031 mg KOI/(mgMLVSS.saat) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 19. Peptonlu ortamda aklime (a) ve aklime olmamis (b) kultdr icin igletilen
kesikli reaktorlerde baglangi¢ substrat konsantrasyonuna karsilik gelen maksimum

spesifik substrat kullanim hizi (q)
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Sekil 19, baslangigtaki substrat konsantrasyonuna karsilik gelen maksimum spesifik

substrat kullanim hizi (q) degisimini gostermektedir.

Tablo 12. Peptonlu Ortamda Kesikli Reaktérlerde KOI Giderimi

TCS, mg/L | KOI Giderimi, % | KOI Giderimi, %
(aklime) (aklime olmamis)
0 99 99
1 99 98
10 96 96
20 95 92
50 89 84
100 72 66

Kesikli reaktérlerde TCS konsantrasyonun zamana bagl degisimi ise Sekil 20’de
goOsterilmektedir. Bu sekilden, her ki kdltir icin de, tim calisilan TCS
konsantrasyonlarinda, 24 saat sonunda TCS’nin tamamen giderildigi gorulmektedir.
Sistemde ayni oranda TCS giderimi saglanmasi igin gereken sure, beklendigi Uzere,
artan TCS konsantrasyonuna paralel olarak artmaktadir. ilk 1 saat icerisinde TCS
konsantrasyonu hizli bir sekilde dismekte, 2 saat sonunda ise TCS giderimi hemen
hemen tamamlanmaktadir. TCS’nin ilk 1 saat icerisindeki hizli dususu takiben
goreceli daha yavas bir hizla giderimi, TCS’nin biokutle tarafindan adsorplanarak
daha sonra metabolize edilmekte olduguna isaret etmektedir. Bu durum, TCS'’nin
hidrofobik karakteri ve yukarida sunulan slrekli sistem bulgulari ile paralellik

gOstermektedir.
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Sekil 20. Peptonlu ortamda aklime (a) ve aklime olmamisg (b) kultdr igin kesikli
reaktérlerdeTCS’nin zamana bagl degisimi
Sekil 21, spesifik buyime hizinin (y) baslangi¢ substrat/biyokttle orani (So/Xo) ile
degisimini gostermektedir. Baglangigta TCS’nin biyokutle tarafindan adsorplanmasi
gbz onune alindiginda, hesaplanan y degerlerinin tam olarak substrat
metabolizmasini yansitamayabilecegi gercedi sakh tutularak, p degerlerinin So/Xo
orani ile azalmasinin, TCS’nin kolay pargalanabilen substrat kullanimini inhibe

ettigini gosterdigini sdylemek mimkdnddr. Bu durumu destekler nitelikte olmak
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uzere, Sekil 22, q, y ve Y degerlerinin TCS konsantrasyonu ile degisimini
g6stermektedir. Bu sekilde goruldiigi Uzere, baslangic q (KOI bazinda) degerleri
TCS ile degismezken, p ve Y degerleri dedismektedir. 1 ve 10 mg/L TCS
konsantrasyonlarinda, 0 mg/L TCS’ye gore artis gdzlenirken, 10 mg/L’nin Uzerinde,
dusus gozlenmektedir. Bu durumu, TCS’nin dusuk konsantrasyonlarda, pepton
kullanimi Uzerine stimulan bir etkisi oldugu seklinde yorumlamak mumkundar. Artan
TCS konsantrasyonlarinda, Y degerlerindeki dlsus, biyokutlenin  sentez

metabolizmasindan i¢gsel enerji metabolizmasina dondugunu gostermektedir.
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Sekil 21. Peptonlu ortamda aklime (a) ve aklime olmamis (b) kiltdr icin igletilen

kesikli reaktorlerde p ve q degerlerinin baslangi¢ So/Xo degeri ile degisimi
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Sekil 22 Peptonlu ortamda aklime (a) ve aklime olmamis (b) kultdr igin igletilen kesikli

reaktorlerde y, q ve Y deg@erlerinin baslangi¢ TCS degeri ile degisimi

Sekil 23 aklime ve aklime olmamig kultirlerin spesifik TCS giderim hizlarini
karsilastirmali olarak vermektedir. Goruldigu Uzere, spesifik TCS giderim hizi TCS
konsantrasyonu ile dogru orantili artmakta ve kultirin aklime olmus ya da olmamis
olmasi kayda deger bir fark yaratmamaktadir.
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Sekil 23. Peptonlu ortamda aklime ve aklime olmamis kultdr igin isletilen kesikli

reaktorlerde spesifik TCS giderim hizinin baglangi¢ TCS degeri ile degisimi

4.2.2 Peptonsuz Ortamda TCS Giderim Kinetigi

Peptonsuz ortamda ya da diger bir deyisle TCS’nin tek substrat kaynagi olarak
bulundugu kesikli sistem deneyleri aklime ve aklime olmamig kultir ortamlarinda

gerceklestiriimis olup, elde edilen sonugclar asagida ele alinmistir.

Peptonsuz ortamda aklime kultir ve aklime olmamig kultur igin igletilen kesikli

reaktorlerde zamana bagli TCS degisimi, Sekil 24’de sunulmaktadir.
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Sekil 24. Peptonsuz ortamda aklime (a) ve aklime olmamis (b) kultdr igin igletilen
kesikli reaktérlerdeTCS’nin zamana bagli degisimi

Peptonlu ortamda oldugu gibi, her iki kdltir igin de, tim c¢alisilan TCS
konsantrasyonlarinda, 24 saat sonunda TCS’nin tamamen giderildigi goérulmektedir.
Bununla beraber, peptonlu ortamin aksine, peptonsuz ortamda, TCS giderim hizi
aklimasyon durumuna goére farkliik sergilemektedir. Sekil 24 a ve b nin
karsilagtirimasi, aklimasyonun TCS giderimi Uzerine olumlu etkisini net olarak

gOstermektedir. Aklime olmamigs kultlr ile TCS gideriminin édnemli bir kismi ilk 5 saat
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icerisinde gerceklesirken, aklime kultur ile ayni giderime ilk 2 saat igerisinde
ulasiimaktadir. Bu durum, peptonsuz ortamda, peptonlu ortamin aksine,

aklimasyonun onemine isaret etmektedir.

Sekil 25 aklime ve aklime olmamig kulturlerin spesifik TCS giderim hizlarini
kargilastirmali olarak vermektedir. Goruldugu Uzere, spesifik TCS giderim hizi TCS
konsantrasyonu ile dogru orantili artmakta ve 50 mg/L TCS konsantrasyonuna kadar
kaltarin aklime olmus ya da olmamis olmasi herhangi bir etkiye neden olmamistir;
ancak, 50 mg/L’'nin Gzerine ¢ikildiginda, aklime kultarin spesifik TCS giderim hizi,

aklime olmamis kultare gore ¢ok daha hizli (yaklasik 3 kat) gerceklesmistir.
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Sekil 25 Peptonsuz ortamda aklime ve aklime olmamigs kultir igin igletilen kesikli

reaktorlerde spesifik TCS giderim hizinin baglangi¢c TCS degeri ile degisimi

Aklime kaltar ve aklime olmamis kaltar ile igletilen kesikli reaktorler icin elde edilen p

degerlerinin TCS konsantrasyonu ile degisimi Sekil 26’da sunulmaktadir.
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Sekil 26 Peptonsuz ortamda aklime olmamig ve aklime olmus kiltdr icin igletilen

kesikli reaktorlerde spesifik buyime hizinin baslangi¢ TCS degeri ile degisimi

Sekil 26’da goruldiugu Utzere, aklime olmamis kiltir durumunda elde edilen grafik,
substrat inhibibisyonunu isaret etmektedir. TCS konsantrasyonunun 20 mg/L nin
Uzerine ¢ikariimasi, y degerinde dustse neden olmakta ve 100 mg/L’de mikrobiyal
sentez tamamen durmaktadir. Diger taraftan, 100 mg/L de dahi TCS gideriminin
gOzlenmis olmasi metabolizmanin biyosentezden enerji metabolizmasina dondugunu

gOstermektedir. Sekil 26 a’dan kabaca, Ks ve Ki de@erlerinin 5 ve 60 mg/L dolayinda
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oldugunu soylemek mumkundur. Aklime olmus kultirde ise, inhibisyon etkisinin
azaldigl ve substrat inhibisyonun Monod modeline dogru yaklasim igerisinde oldugu
goOrulmektedir (Sekil 26 b). Bununla beraber, 20 mg/L TCS’de gézlenen sapma ya da

salinim tam aciklanamamistir.

4.3 Mikrobiyal Kompozisyon

Ham camur, aklime kultir ve aklime olmamis kiltir ile igletilen surekli sistem
deneyleri kapsaminda, her bir TCS konsantrasyonunda sistemin kararli hale
ulagmasi sonrasinda saklanan gamur 6rneklerinde mikrobiyal kompozisyon belirleme
maksadiyla yapilan PCR ve DGGE yontemleri sonrasi elde edilen ¢iktilar asagidaki
sekillerde sunulmaktadir (

Sekil 27,

Sekil 28, Sekil 29).

Sekil 27 Genomik DNA (Extraksiyondan sonra Jel-Elektroforez gorintisi)
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Sekil 28 PCR sonrasi ilgili DNA segmentinin Jel-Elektroforez goruntlsu
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Sekil 29 DGGE jelinden kesilen bantlarin PCR sonrasi Jel-Elektroforez goértuntisu
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Sekil 29'da kesilen bantlar M1, M2 gibi sembollerle gdsteriimektedir. Sekil 29°'daki
bantlarin altinda yer alan rakamlarin temsil ettigi camur numuneleri Tablo 13'de
verilmektedir. Sekil 29'da bazi gamur 6rneklerinde isaretli bant gérinmemektedir. Bu
durum, bu érneklerde tur tayini yapilmadigi anlamina gelmemelidir. DGGE de DNA
dizilimindeki G ve C ye gobre denaturasyon oldugundan ayni gizgide bulunan bantlar
ayni bakteri turine ait olmaktadir. Bu nedenle, tUm bantlarin her numune igin
kesilmesine gerek olmamakla birlikte, eger bir bant kesilip tanimlanmis ve o bant
bagka bir numunede de mevcut ise, bu turin diger numunede de oldugu
disundlmelidir. Ornek olarak, M20 bandi bir yerden kesilerek tanimlanmis olup,

butin numunelerde bu bant belirgin ve mevcuttur.

Tablo 13. DGGE jelinden kesilen bantlarin PCR sonrasi Jel-Elektroforez
goruntusundeki rakamlarin temsil ettigi camur érnekleri

Rakam | Gamur Ornegi
1 Aklime kultir-1 mg/L TCS
2 Aklime kulttir-10 mg/L TCS
3 Aklime kultir-20 mg/L TCS
4 Aklime kultir-50 mg/L TCS
5 Aklime kulttir-100 mg/L TCS
6 Aklime kalttr-100 ng/L TCS
7 Aklime kultlr-100 yg/L TCS
8 Aklime kiltur-500 pg/L TCS
9 Aklime olmamis kalttr-1 mg/L TCS
10 Aklime olmamis kulttir-10 mg/L TCS
11 Aklime olmamig kualtir-20 mg/L TCS
12 Aklime olmamig kultir-50 mg/L TCS
13 Aklime olmamig kultir-100 mg/L TCS
14 TCS igermeyen kontrol kulttra

S0z konusu rakamlarin temsil ettigi camur orneklerinde kesilen bantlarda (M1, M2
vb.) sekans sonrasi mikrobiyal kompozisyon belirlemeye yonelik BioEdit adli program

ile gerceklestirilien Blast sonuglari Ek 1'de verilmektedir. Blast sonuglarindan da
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gOrulecegdi Uzere M12 bandi igin mikrobiyal kompozisyon belirlenememistir. Bunun en
onemli nedeni ise, tek bant olarak gorulen bant igerisinde birden fazla bant ve
dolayisiyla tir olmasidir. Sekans yapilirken ayni anda birden ¢ok baz igin pik elde
edilmekte ve DGGE denaturasyon orani %20-80 arasinda yapilmaktadir. Bazi
durumlarda G-C dizilimleri gok yakin olan bantlar birbirine yakin dismekte ve tek bir
bant gibi gorinmektedir. S6z konusu bantlari ayirt etmek igin ¢gok daha dar bir jel
yogunlugunda bu bdlgeye bakmak; diger bir deyisle, %30-40 ya da %75-80
araliklarinda jel hazirlayarak sadece bu banda bakmak gerekebilmektedir. Ancak,
proje kapsaminda mikrobiyal kompozisyon belirleme galismalari yapilan istanbul
Medeniyet Universitesi Biyomihendislik Bélimi'nde belirtilen jel yogunluklarinda

¢alisma olanaginin olmamasi nedeniyle, M12 bandi igin tur tayini yapilamamigtir.

EK-1'den de gorllecegi gibi BioEdit programi mikrobiyal komuniteyi kromozom
Ozeline kadar tayin edebilmektedir. Ancak, sonugclarin yorumlanabilirligini saglamak
ve farkli kosullarda (aklime ve aklime olmaksizin) farkl konsantrasyonlarda TCS’ye
maruz birakilan gamur orneklerindeki mikrobiyal kompozisyon degisimini gorebilmek
maksadiyla tayin edilen tur bazinda (ilk isim) degerlendirme yapiimis olup, elde
edilen sonugclar Tablo 13’de 6zetlenmektedir. Bu tablodan goruldugu uzere mikrobiyal
tur bazinda toplam 106 mikroorganizmanin varligi tespit edilmigtir. Bunlardan, 31
adedi, hem ham camurda, hem TCS’ye maruz birakilan gamurlarda, aklime olmus ya
da olmamis farketmeksizin, tim TCS konsantrasyonlarinda ortak gozlenmigtir.
Aklime olmamis kulturlerde goézlenen bazi turlerin, aklime kultirlerde ortamdan
elendikleri tespit edilmistir. Aklime olmamis kultlrlerde gdzlenmeyen 18 turln ise,
aklime edilen kuilturlerde de tutunabildikleri gorulmagstur. Ancak, bazi turlerin aklime
olmamis kulturlerde ylksek TCS konsantrasyonlarda gézlenmesine ragmen disuk
konsantrasyonlarda gdzlenmemesi ve ayrica, yuksek TCS konsantrasyonlarinda
aklime olmamig kultirlerde gozlenen bazi turlerin aklime edilen kiltarlerde dusuk
TCS konsantrasyonlarinda dahi gdézlenmemesi agiklanamamigtir.  Asagidaki

paragraflarda, olasi nedenler irdelenmektedir.
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Tablo 14. Camur 6rnekleri mikrobiyal kompozisyonu

Aklime Kiltur Aklime Olmamisg Kiiltiir
TCS (mg/L) 0 0,0001 0,1 0,5 1 10 20 50 100 1 10 20 50 100
Bant Microbiyal Kompozisyon
Comamonas sp. (M9) N N N N N N N N N N N N N N
Acidovorax sp. (M9, M10) N N N N N N N N N N N N N N
Alicycliphilus sp. (M9) v v v v N v N v N N N N N N
Ramlibacter sp. (M9) v v v v N v N N N N N N N N
Methylibium sp. (M9, M10) N N N N N N N N N J 3 N N N
Delftia sp. (M9) v v N v N v N N N N N N N N
M1,Mz2, Rubrivivax sp. (M9, M10) N N N N N v N 3 J 3 v N v 7
M3.M5,  ["Leptothrix sp. (M9, M10) v v v [ A N N v N v N N N N N
M8,M20,  |"Rhodoferax sp. (M9) V| Y e e Y A A Y A Y A Y A
M21* Burkholderiales sp. (M9, M10) | N N N N N N N N N N N N v
Variovorax sp. (M9) N N N N N N N N N N N N N N
Verminephrobacter sp. (M9) N N N N N N N N N N N N N N
Polaromonas sp. (M9) v v N v N N N N N N N N N N
Azoarcus sp. N N N v N N N N N N N N N N
Burkholderia sp. (M10, M15) N N N N N N N J N N 3 v v N
Aeromonas sp. (M7, M17) v v v v v v v v N N N N N
Cronobacter sp. N N N N N
M4 Shewanella sp. (M7, M17) N N N v N N N N N N N N N
Klebsiella sp. N N N J N
Pseudomonas sp. (M13) N N N N N N N N N v
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Aklime Kiiltiir Aklime Olmamisg Kiiltiir
TCS (mg/L) 0 | 0,0001 0,1 0,5 1 10 20 50 100 1 10 20 50 100
Bant Microbiyal Kompozisyon
Enterobacter sp. N N N N N
Yersinia sp. N N N N N
Citrobacter sp. N N N ) N
M7,M17** | Pseudoalteromonas sp. N N N N N J N N J
Tolumonas sp. N N N N N J J J N
M8 Paenibacillus sp. N N N J J J N
Bacillus sp. N N N J J J N
Desulfitobacterium sp. N N N N N | )
Thermobacillus sp. N N N J J J N
Geobacillus sp. N N N J J J N
Brevibacillus sp. N N N | J N N
Anoxybacillus sp. N N N 3 J N v
M9 Herbaspirillum sp. (M10) N N N N N N N
Thiomonas sp. (M10) N N N N N J J
M10 Janthinobacterium sp. (M15) N N N N J J v N
Herminiimonas sp. (M15) N N N N 3 J v N
Methylotenera sp. (M15) N N N N 3 J v N
Nitrosospira sp. (M15) N N N J J N N N
Gallionella sp. (M15) N N N J 3 J v N
Dechlorosoma sp. (M15) N N N N N N J N
Thauera sp. (M15) N N N N J J J N

56




Aklime Kiiltiir Aklime Olmamisg Kiiltiir

TCS (mg/L) 0 | 0,0001 0,1 0,5 1 10 20 50 100 1 10 20 50 100

Bant Microbiyal Kompozisyon
Methylobacillus sp. (M15) N N N N 3 J v N
Candidatus sp. (M15, M19) N N N N N N N N N
Collimonas sp. N N J
Dechloromonas sp. N | N

M11 Lacinutrix sp. (M14) N N N N N N v N N J J v N N
Aequorivita sp. (M14) v N N N N N N N N N N N N N
Flavobacterium sp. (M14) N v N v N N N N N N N N N N
Gramella sp. (M14) v N N N N N N N N N N N N N
Cellulophaga sp. (M14) v v N N N N N N N N N N N N
Zunongwangia sp. (M14) N N N N N N N N N N N N N N
Myroides sp. (M14) v v N v N N N N N N N N N N
Nonlabens sp. (M14) v v N v N N N N N N N N N N
Krokinobacter sp. (M14) N N N N N N N N N N N N N N
Maribacter sp. (M14) v v N v N v N N N N N N N N
Capnocytophaga sp. (M14) v v v v N v N N N N N N N N
Ornithobacterium sp. (M14) N N N N N N N N N N N N N N
Zobellia sp. (M14) v v N v N N N N N N N N N N
Weeksella sp. (M14) v v v v N v N N N N N N N N
Psychroflexus sp. N N N N N N N N N N N

M12

M13 Pseudoxanthomonas sp. N N N N J N
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Aklime Kiiltiir

Aklime Olmamisg Kiiltiir

TCS (mg/L)
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Microbiyal Kompozisyon

Stenotrophomonas sp.

Xylella sp.

Methylophaga sp.

Methylomonas sp.

Coxiella sp.

Thioalkalivibrio sp.

Methylococcus sp.

Frateuria sp. (M19)

Xanthomonas sp. (M19)

Rhodanobacter sp. (M19)

M14

Pedobacter sp.

Mucilaginibacter sp.

< 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2]

2| 2 2] 21 2] 2] 21 2] 2| 2| 2] 2

<] 2] 2] 2] 2 2] 2 2 2] 2] 21 2]

<] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] <]

M15

Methylovorus sp.

Sideroxydans sp.

<) 2 2 2 2 2 <2

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2| 2| 2 2/ 2]

2| 2 =21 =2

M16

Paracoccus sp.

Ketogulonigenium sp.

Rhodobacter sp.

Ruegeria sp.

Phaeobacter sp.

Roseobacter sp.

2| 2] 2] 2 2] 2] 2 2] 2| 2] 2] 2| 2| 2]

<] 2 2 2 2f 2f 2 2 2 2 2

<l 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2]

Jannaschia sp.
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Aklime Kiiltiir Aklime Olmamisg Kiiltiir

TCS (mg/L) 0 | 0,0001 0,1 0,5 1 10 20 50 100 1 10 20 50 100

Bant Microbiyal Kompozisyon

Dinoroseobacter sp.

Parvibaculum sp.

M18 Clavibacter sp.

Leifsonia sp.

Intrasporangium sp.

Microbacterium sp.

Arthrobacter sp.

Isoptericola sp.

Cellulomonas sp.

Beutenbergia sp.

Micrococcus sp.

Streptomyces sp.

Frankia sp.

Cellvibrio sp.

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2| 2| 2/ 2]
<] 2] 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2| 2/ 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2| 2| 2/ 2]
<] 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2| 2/ 2]

Kocuria sp.

M19 Caldicellulosiruptor sp.

Terriglobus sp.

Nitrosococcus sp.

Granulicella sp.

Hippea sp.

2| 2] 2] 21 2] 2] 2] 2] 2| 2] 2] 2| 2| 2] 2| 2] 2] 2] 2] 2| 2
<L 2] 2] 2 2] 2] 2 2] 2] 2] 2] 2] 2 2] 2| 2| 2] 2| 2]

<] 2| 2 <2 <21 <2

Conexibacter sp.
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Aklime Kiiltiir Aklime Olmamisg Kiiltiir
TCS (mg/L) 0 0,0001 0,1 0,5 1 10 20 50 100 1 10 20 50 100
Bant Microbiyal Kompozisyon
Leptospirillum sp. N N N
Acidobacterium sp. N N N
Geobacter sp. N N N

* Tar bazinda degerlendirme yapildiginda; M1, M2, M3, M5, M6, M20, M21 bantlari birbirinin tamamen aynisidir.
** TUr bazinda degerlendirme yapildiginda; M7 ve M17 bantlari birbirinin tamamen aynisidir.

60



Tablo 14’den de goéruldugu uzere, farkli bantlarda tespit edilen mikrobiyal
kompozisyon ayni olabilmektedir. Bu agidan bakildiginda; M1, M2, M3, M5, M20 ve
M21 bantlar cins 6zelinde incelendiginde birbirinin tamamen aynisi olmakla birlikte
diger bantlarla da ortak mikroorganizma igerebilmektedir. Ornegin; M1, M2, M3, M5,
M20 ve M21 bantlarinda tespit edilen “Comamonas sp., Acidovorax sp., Alicycliphilus
sp., Ramlibacter sp., Methylibium sp., Delftia sp., Rubrivivax sp., Leptothrix sp.,
Rhodoferax sp., Burkholderiales sp., Variovorax sp., Verminephrobacter sp.,
Polaromonas sp.” ayni zamanda M9 bandinda da tayin edilmistir. Ayni sekilde, M7 ve
M17 bandi da ayni mikrobiyal komuniteyi temsil etmektedir; dolayisiyla, birbirinin

aynisidir.

M14, M20 ve M21 bantlari, TCS’ye aklime olmus ve olmamis ¢amur érneklerinde ve
ham ¢camurda, diger bir deyigle, tim ¢camur numunelerinde tespit edilmistir. Buradan
cikarilabilecek en 6nemli sonug, aklimasyona bagh olup olmaksizin, bu bantlarda
tespit edilen mikroorganizmalarin TCS’ye karsi dayanikh oldugu ve ylksek TCS
konsantrasyonlarinda bile ortamda kalabildigidir. Proje kapsaminda c¢alisilan
konsantrasyon araliginda (100 ng/L-100mg/L), TCS’nin bu bantlarda tespit edilen
mikrobiyal komunite Uzerinde toksik etkisinin bulunmadidi da ¢ikarimlar arasindadir.
Aklime edilse de edilmese de ortamda bu mikroorganizmalar sabit kalmig ve
yasamini sirdirmeye devam etmistir (Ornek: Pedobacter sp., Mucilaginibacter sp,
Lacinutrix sp., Aequorivita sp., Flavobacterium sp., Gramella sp., Cellulophaga sp.,
Zunongwangia sp., Myroides sp., Nonlabens sp., Krokinobacter sp., Maribacter sp.,
Capnocytophaga sp., Ornithobacterium sp., Zobellia sp., Weeksella sp. Comamonas
sp., Acidovorax sp., Alicycliphilus sp., Ramlibacter sp., Methylibium sp., Delftia sp.,
Rubrivivax sp., Leptothrix sp., Rhodoferax sp., Burkholderiales sp., Variovorax sp.,

Verminephrobacter sp., Polaromonas sp., Azoarcus sp., Burkholderia sp.).

M1l ve M14 bantlarinda tespit edilen mikrobiyal komunitenin buyluk oranda ayni
oldugu gorulmektedir. M14 bandinin tim ¢camur 6rneklerinde gozlendigi disunuliurse,
M11 bandinda yer alan mikroorganizmalarin buylk c¢ogunlugunun da yine tum
orneklerde olabilecegi acgiktir. M11 bandi ham ¢amur 6rnedinde tespit edilmis olup
sirasiyla 100 ng/L, 100 pg/L, 500 pg/L, 1 mg/L, 10 mg/L ve 20 mg/L TCS ile aklime
olmus ¢amur orneklerinde de bu banda rastlanmigtir. Ancak, 50 mg/L ve 100 mg/L
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TCS ile aklime edilen camur Orneklerinde s6z konusu bant gérulmemis, dolayisiyla
M14 bandi ile ortak olan tirler harig bu bantin temsil ettigi mikroorganizma (Ornek:
Psychroflexus sp.) yuksek TCS ile karsi karsiya kaldiginda dncesindeki aklimasyona
ragmen varligini sirdirememis ve ortamdan elenmistir. Bu nedenle, 50 mg/L ve 100
mg/L TCS dozlarinin M14 bandi ile ortak olanlar harigc M11 bandinin temsil ettigi

mikroorganizmalar Uzerinde toksik etki yarattigi soylenebilir.

M18 ve M15 bandi ham ¢amur érnedinde tespit edilmis olup, TCS ile aklime edilen
camur orneklerinde gozlenmemigtir. Diger taraftan, aklimasyon olmaksizin TCS ile
beslenen  reaktorlerden  alinan ¢amur  Orneklerinin  hepsinde  (yuksek
konsantrasyonlarda dahi) bu bantlar tespit edilmistir. Bu nedenle, bu bantlarin temsil
ettigi mikrobiyal komunite aklimasyonun olmadigi sartlara, ani kirletici desarjlarinin
oldugu ortamlara uyum saglayan, bu tlr ortamlarda baskin olarak gdézlenen
mikroorganizmalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ornek: Methylovorus sp.,
Sideroxydans sp., Clavibacter sp., Leifsonia sp., Intrasporangium sp.,
Microbacterium sp., Arthrobacter sp., Isoptericola sp., Cellulomonas sp.,
Beutenbergia sp., Micrococcus sp., Streptomyces sp., Frankia sp., Cellvibrio sp.,

Kocuria sp.).

M8 bandi ham ¢amur érneginde gbézlenmis olup 100 ng/L ve 100 pg/L TCS ile aklime
olmus ¢amur érneklerinde de tespit edilmistir. Ancak, aklime gamur érneklerinde 500
pMg/L TCS dozu ile birlikte bu bant belirlenememistir. Diger bir ifadeyle, bu bandin
temsil ettigi mikroorganizmalar 100 ng/L ve 100 pg/L TCS konsantrasyonuna
dayanikh, bu konsantrasyonlarda ortamda tutunabilen, ancak 500 ug/L ve daha
blylk TCS konsantrasyonuna karsi duyarli mikroorganizmalardir ve 500 ug/L TCS
konsantrasyonu sdz konusu komdinitenin ortamdan elenmesi igin yeterlidir (Ornek:
Paenibacillus sp., Bacillus sp., Desulfitobacterium sp., Thermobacillus sp.,

Geobacillus sp., Brevibacillus sp., Anoxybacillus sp.).

Diger taraftan, bazi mikroorganizmalar ham ¢amurda tespit ediimemesine ragmen
aklime ve aklime olmamis gamur drneklerinde ratlanmistir (Ornek: Collimonas sp.,
Dechloromonas sp., Pseudoxanthomonas sp., Stenotrophomonas sp., Xylella sp.,

Methylophaga sp., Methylomonas sp., Coxiella sp., Thioalkalivibrio sp.,
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Methylococcus sp.). Bu durum, su sekilde aciklanmaktadir. Analizlerde toplam DNA
extrakt edilip PCR ile belli bolgeler ¢ogdaltiimaktadir. Ham c¢amurda klorlu bilesik
parcalayan turler oldugu dusunulduginde ve de bu turin konsantrasyonu ¢ok dusuk
oldugunda DGGE ile tespit etmek mumkin olmayabilmektedir. Boyle bir durumda,
kesilen bant fazlasiyla silik oldugu i¢in gorulememektedir. Fakat klorlu bir bilesik
vermeye baslayinca (TCS gibi) sayisi digerlerinin milyonda biri olan tir, hizlica
¢ogalarak dominant olmaktadir. Bu tlr baskinlasmaya basladikca da DGGE de

gorulme sansi artmaktadir.

M4 bandinda goérlilen Cronobacter, Klebsiella, Enterobacter, Yersinia ve Citrobacter
tarleri ham g¢amurda ve aklime kulturlerde gorunmesine ragmen aklime olmamis
kulturlerde rastlanmamistir.  Bu tdrlerin, aklimasyon sayesinde sistemde

tutunabildikleri anlagiimaktadir.

Bagka bir arastirmaya gore, Staphylococci, Streptococci, Mycobacteria, Escherichia
coli, Proteus, Acinetobacter tirlerinin TCS’ye en hassas mikroorganizmalardir. Ote
yandan, Pseudomonas aeruginosa ve genellikle hastanelerde karsilasilan ve giderimi
zor olan Clostridium difficile tdrlerinin ise TCS’den olumsuz etkilenmedigi
belirtiimektedir (APUA, 2011). Bu itibarla, her galismanin yapildigi ortam sartlarinin
(sicaklik, numune, TCS’nin hazirlandi§i ¢ézlcd, kullanilan substrat vs.) farkli olmasi
nedeniyle, elde edilen sonuglar da birbirinden farkli olmakta ve TCS varlidinda tespit

edilen turler farkl olabilmektedir.

Yukarida 6zetlenen mikrobiyal kompozisyon belirleme galigmasindan, hem aklime
hem de aklime olmamis kulturlerdeki tur sayisinin hemen hemen ayni oldugu,
TCS’ye aklime edilmesi durumunda mikrobiyal tur sayisinin azalmadigi, ancak hangi
turlerin hangi TCS konsantrasyonlarinda gézlendiginin aklimasyon durumuna goére
farklihk gosterebildigi anlasiimistir. Aklimasyon sonucu, bazi tirlerin bazi TCS
konsantrasyonlarinda ortamdan elimine olduklari, bazi turlerin aklimasyon sayesinde
sistemde tutunabildikleri goértlmis olmakla birlikte, aklime olmus ve olmamig
kultarlerde ¢ok fazla sayida ortak tur gézlenmesi, hangi tiriin TCS gideriminde etkin
ve baskin olduguna iligkin tam bir yorum getirmek mumkuin olamamigtir. Bu duruma,

tur bazinda mikroorganizma sayisinin tespit edilememis olmasi ya da diger bir
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deyigle tarlerin baskinlik durumunun bilinmiyor olmasi da etki etmistir. Bununla
beraber, aklimasyon sonucunda farkh tirlerin ortamda yer alabildiginin gézlenmesi ya
da bir bagka bir deyigsle aklime ve aklime olmamis Kkiltlrlerde farkl tdrlerin
g6zlenmesini, yukaridaki bolimlerde beliritlen TCS aritim duzeyi, kinetigi ve yan
arin olusum farkhhdinin nedeni olarak degerlendirmek mumkundar. Bununla
beraber, bu bulgulardan elde edilebilecek bir diger énemli ¢ikarim, mikrobiyal tur
sayisinin ¢ok fazla oldugu aerobik sistemlerde mikrobiyal kompozisyonun tespit
edilmesinin TCS aritiminda mikrobiyal tlrlerin dnemi ve rolleri baglaminda net bir

cikarim elde etmenin mumkdn olamadigi seklindedir.

5. SONUG

TCS gibi yogun kullanim alanina sahip biyositlerle kirlenmig atiksularin aritiimasi son
zamanlarda arastirmacilarin ilgisini geken bir ¢calisma konusu haline gelmistir. TCS
iceren atiksularin biyolojik olarak aritilabilirligini konu alan bu proje ile, havalandirmali
aktif camur sistemlerinde, 6nemli dlgiide TCS gideriminin saglanabilecegi ve sistemin
giderim veriminin Kkileticiye olan aklimasyon ve Kkirletici miktari ile bagli olarak

degiskenlik gosterebilecedi ortaya konulmustur.

Ote yandan, kisisel bakim Urlinlerinde ve ev temizlik UrUnlerinde bulunan TCS
seviyesinin (eser seviyede) aritma sisteminin normal isleyisi Uzerinde herhangi
olumsuz bir etki yaratmayacagi bu ¢alisma ile desteklenmigstir. Ek olarak, atiksudaki
yiiksek TCS miktarinin sistemdeki KOI giderimini olumsuz yénde etkiledigi ancak
kirleticiye aklimasyonun sok durumlara nispeten daha iyi KOIi giderimi sagladigi
sonucuna istinaden; gergek hayatta kesikli ¢galisan ve ani desarj yapan endustrilerin
atiksularinin aritma tesislerinin normal igleyisi i¢in tehdit olusturdugu ve istenilen
performansta galismalar ile atiksuda istenilen desarj standarlarinin saglanmasina

engel teskil edecegi oldukga aciktir.

Diger taraftan, TCS gideriminin atiksudaki giderim ile sinirli kalmadigi, ylksek oranda
hidrofobik 6zellik gdstermesi sebebiyle, aritma ¢amurunda TCS’nin mutlaka kontrol
edilmesi gerektigi de bu galismanin isaret ettigi bir diger husustur. Nitekim TCS’nin

kitle dengesi olusturulmasi maksadiyla aklime olmus ve olmamis g¢amur
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orneklerinden alinan numunelerde onemli oranda TCS’ye rastlanmis, reaktore verilen
giris TCS miktarinin artmasi ile de aritma sonrasinda ¢camurda godzlenen TCS
miktarinda artis gérulmustir. Bu durum, konsantre TCS igeren atiksular ile beslenen
aritma tesislerinde gamura adsorplanmanin goz ardi edilmemesi gereken onemli bir

TCS giderim mekanizmasi oldugunu gostermektedir.

Ayrica, ¢alisma sonuglari goéstermistir ki TCS aerobik aritim sirasinda baska yan
artnlere (2,4-DCA & 2,4-DCP) donusebilmektedir. Proje kapsaminda tespit edilen
yan urUnler, TCS’ye oranla polar olmakla birlikte daha az toksik ve biyobirikim 6zelligi
gOstermektedir. Yine de atiksu ve ¢gamurda TCS’ye rastlanmamis olmasi TCS’nin
sistemde tamamen giderildigi seklinde dusunulmemeli, muhtemel yan urin olusumu

mumkun mertebede izlenmeli ve takip edilmelidir.

Aklime ve aklime olmamis kultarlerde ortak tur sayisinin ¢ok fazla olmasi ve tarlerin
baskinlik durumunun bilinmiyor olmasi nedeniyle, etkin turler hakkinda net bir sonuca
varmak ve Kkinetik bulgularla dogrudan iligkilendirmek mumkin olamasa da,
mikrobiyal kulturin TCS’ye aklimasyonuna baglh olarak, kompozisyonunun
degisebildigi ve bu durumun TCS arntim duzeyi, kinetigi ve yan Urin olusumunda

onemli bir faktor oldugu anlagiimigtir.
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100% Je-168 94% MG 0170751
100% 3e-163 94% HC 0100031
100% G165 93% HC 0105341
100% Ge-185 93% MG 0078081
100% 3e-163 93% MICHOMEZE
100% Je-163 93% WG 0127911
100% 1e-161 93% HNC D0ST961
100% Ge-iGD 92% HWC 0087811
100% G180 92% HC 0079481
100% 3e-148 1% BC 0087021
100% 1186 0% MG 0151371
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3178 95% HC 0134461
3178 5% MO 0119001
3078 8B5% NG O0STAL1
3173 %% HE NS
3e173 %5% NC 0149101
Ee 170 S4% NG 0127081
o165 Q4% NC MSETTH
166 S4% NG (191381
Te 65 S4% NG 0087511
100% BelBS U3% NG 0028251
30163 93% NG 0159631
100% le1B1 93% NG 0170751
9% lelB1 93% HC 0100071
100% 3e158 G2% MO 0105241
100% fel55 92% NI CMO014ER]
9% Be185 2% NG 0137910
8% Be155 92% MC Q027861
%% Be155 92% NG QOT9081
9% lel51 92% NG 00STEI0
% Ge 150 91% HC 0079481
0% le141 S0% NG 0027021
100% Gel40 B9% MG 0151371

FEEEREREE

2



TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje YUrGtlcusu:

Prof. Dr. FiLiZ BENGU DILEK

Proje No: 112Y210

Proje Baslig: Triklosan?Nin Aktif Camur Sistemindeki Akibetinin Arastiriimasi Ve Mikrobiyal Kulttr
Degisimine Etkisinin Incelenmesi

Proje Turl: Hizli Destek

Proje Siresi: 12

Arastirmacilar:

Danismanlar:

Projenin Yirataldugu
Kurulus ve Adresi:

ORTA DOGU TEKNIK U. MUHENDISLIK F. CEVRE MUHENDISLIGI B.

Projenin Baslangic¢ ve Bitis Tarihleri:

01/08/2012 - 01/08/2013

Onaylanan Biitce:

29520.0

Harcanan Blitce:

23990.52

Oz:

Biyositler, kisisel bakim ve ev temizlik Griinlerine koruyucu ya da antiseptik amagli eklenmekte
olup, glinltik hayatta siklikla kullaniimakta ve bdylece evsel atiksularin desarji sonucunda
ylzeysel ve yeralt su kaynaklarina ulagsmaktadir. Dolayislyla, son yillarda triklosan (TCS) gibi
siklikla kullanilan biyositlere ylzey ve yeralti sularinda rastlanmis olup, bu durum s6z konusu
biyositlerin gevrede birikimi, etkisi ve aritma sistemlerinde giderimi Gizerine detayl
arastirmalar yapilmasi ihtiyacini dogurmustur. Bu baglamda, bu projede, TCS igeren
atiksularin biyolojik aritilabilirligine iliskin kapsamli bir calisma yapilmis ve farkli
konsantrasyonlarda (100 ng/L-100 mg/L) TCS igeren atiksularin aktif gamur sistemlerinde
aritimi incelenmistir. Bu kapsamda; laboratuvar 6lgekli aktif gamur reaktorleri TCS?ye aklime
olmus ve olmamis kdltdrler ile isletilmistir. Kitle dengesi kurularak TCS?nin akibeti Gzerine
calismalar yapilmis, muhtemel yan iiriin olusumu izlenmistir. KOI gideriminin artan TCS
konsantrasyonlari ile azaldidi, ancak mikrobiyal kilturin, TCS?ye adapte edildigi kosullarda,
adapte edilmedigi kosullara gére, KOI gideriminin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
TCS?nin bir kisminin gamura adsorplandigi ve adsorplanma ylizdesinin TCS konsantrasyonu
ile arttigi géralmustir. TCS nin biyolojik olarak pargcalanma sonrasi yan Uriin olarak 2,4-DCP
ve 2,4-DCA?ye donlstigl ve konsantrasyonlarinin aklimasyon ile azaldigi gézlenmistir.
Kesikli reaktdrlerde yapilan biyokinetik ¢calismalar, kolay pargalanabilir substrat (pepton)
varliginda, TCS konsantrasyonun 1-20 mg/L arasinda oldugu kosullarda, pepton kullanimini
etkilemedigi; 50 mg/L nin Uzerinde olumsuz yénde etkiledigini gostermistir. TCS varligi
mikrobiyal metabolizmanin biyosentezden enerji metabolizmasina yoneltmistir. Ayrica,
TCS?nin mikrobiyal topluluk tzerine etkisi incelenmis ve toplam 106 tur tespit edilmigtir.
Aklime ve aklime olmamis kiiltirlerde ortak tir sayisinin fazla olmasi ve tirlerin baskinlk
durumunun bilinmiyor olmasi nedeniyle, etkin tirler hakkinda net bir sonuca varmak ve kinetik
bulgularla dogrudan iligskilendirmek mumkiin olamasa da, kiltirin TCS?ye aklimasyonuna
bagli olarak degisebildigi ve bu durumun TCS aritim diizeyi, kinetigi ve yan urin olusumunda
onemli bir faktér oldugu anlasiimistir.

Anahtar Kelimeler:

Triklosan, aktif camur, KOI giderimi, aklimasyon, kiitle dengesi, mikrobiyal kompozisyon.
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