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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FENOL VE 4-ClI FENELUN KOMETABOLIZMA iLE
BIYOREMEDIASYONU

N.Tugba DURMUS

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Nur KOCBERBER KILIC

Bu calisma, karisik mikrobiyel kiiltiirlerin, fenol ve 4-klorfenol (4-KF) ile kontamine
olmus atiksularda kirletici giderim kapasitesini belirlemeyi amaglamistir. Bu amagla, Eti
Maden Isletmeleri-Bor Isleme Fabrikasi (BW), Kipas Kagit Fabrikas1 (KA), Kipas
Tekstil Fabrikas1 (TEK), Tatlar Atiksu Aritim Tesisi (TAT), Stenkim Deterjan ve Yap1
Kimyasallar1 Fabrikas1 (DET), Vilsan Veteriner ilaglar1 Fabrikast (DW1, DW2, DW3)
ve Botas Petrol Isleme Fabrikas1 (BT) olmak iizere dokuz farkli kaynaktan alman atiksu
orneklerinden elde edilen karigik kiiltiirler, fenol ve 4-KF giderimleri agisindan test
edilmistir. Calismada en yiiksek giderim yapabilen kiiltiir BW karigik kiiltiirii olmustur.
Bu karisik mikrobiyel kiiltiir i¢in optimal pH 8 olarak belirlenmistir. BW karisik kiiltiirti
4-KF’iin tek basina kullanildig1 ortamda mineralizasyon yapamamis, ancak 164.4 mg/L
fenol ve 53 mg/L 4-KF igeren ortamda %100 oraninda mineralizasyon
gerceklestirmistir. Calismada ayrica, mikroorganizmalarin biiylimesini desteklemek i¢in
melas, yardimci bir materyal olarak kullanilmistir. Tez ¢alismasi sonucunda, en yiiksek
verim ile kirletici giderimi yapan karisik mikrobiyel kiiltiiriin (BW) fenol ve 4-KF’iin
birlikte bulundugu ortamlarda biyolojik aritimda kullanim kapasitesi bulabilecegi
sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

BIOLOGICAL TREATMENT OF PHENOL AND 4-Cl PHENOL BY MIXED
MICROBIAL CULTURES VIA COMETABOLISM

N.Tugba DURMUS

Ankara University
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nur KOCBERBER KILIC

This work is focused on considering the capability of mixed microbial cultures for the
treatment of wastewaters contaminated with phenol and 4-cholorophenol (4-CP). For
this purpose, nine different mixed microbial cultures Eti Mine General Directorate-Emet
Boron Work (BW), petroleum-contaminated soil (BT), Tatlar Wastewater Treatment
Plant (TAT), drung mill wastewater (DW1, DW2, DWS3), Stenkim Construction
Chemicals (DET), Kipas Paper Factory (KA), Kipas Textile Factory (TEK) were tested
in media with pure solutions and binary mixtures of phenol and 4-CP. In the present
study, the most efficient culture was found as BW and the optimal pH level was 8 for
this mixed microbial culture. BW mixed culture could not degrade 4-CP when it was
used alone. However, both of the pollutants were mineralized 100% when they were
presented together in media with 164.4 mg/L phenol and 5.3 mg/L 4-CP. Molasses were
also used as a supplementary material to support the growth of the microorganisms.
Using molasses as an additional carbon and energy source might enhance cometabolic

4-CP degradation in the existing of phenol.

June 2017, 33 pages

Key Words: phenol, 4-CP, mixed microbial culture,wastewater, cometabolism
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1. GIRIS

Her gecen gilin artan niifus orant ve buna bagli olarak hammadde tiiketiminden
kaynaklanan ¢evre sorunlari bas gostermektedir. Yogun giibreleme ve ilaglama gibi
tarimsal aktiviteler sonucu toprakta, yer alt1 ve yer iistii sularinda biriken; endiistriyel
prosesler ve ayrica endiistriyel faaliyetler sirasinda meydana gelen kaza ve sizintilar
sonucu ¢evreye yayilan birtakim inorganik ve organik kirleticilerden dolay1
kaynaklarimiz kirlenmekte ve tilkenmektedir. Seker, tire, alkol gibi organik maddeler ile
iyonik maddelerin ¢ogu suda ¢6ziiniirken; yaglar, hidrokarbonlar ve bazi tuzlar ise suda

¢ozunmez.

Suda ¢6ziinmeden kalan endiistriyel atiklar; tarim ilaglari, petrol ve petrol tiirevleri gibi
tirtinler, su yoluyla gidalara karistiklarindan dolayi, insan saghigimi ciddi sekilde tehdit
etmektedir. Bu Kirletici maddelerin igerisinde bulunan; kikirtdioksit, azotoksitler,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aromatik bilesikler, fenolik bilesikler, pestisitler,
insektisitler, metaller gibi maddeler, biyolojik siire¢lerde birikme egilimi yiiksek olan
bilesenlerdir. Bu sinsice biriken kirleticilere bagli olarak kanserojen ve oldiiriicii etki

goriilebilir.

Bununla birlikte, biyolojik aritim yontemleri kullanilarak atiksularin kirleticilerden
arititlmast miimkiindiir. Biyolojik aritim yontemlerinde biyoremediasyon kabiliyetine
sahip mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Bu tip mikroorganizmalarin bazilarinda
kometabolizma da bulunabilmektedir. Kometabolizmanin mikroorganizmalar tarafindan
kullanilmasi, birkag toksik maddeyi bir arada bulunduran atiksularin aritiminda biiyiik

deger tasir.

Tez calismasinda, kometabolizmaya sahip karisik kiiltiirlerin, fenol ve 4-KF’ii ortamdan
uzaklagtirmas1 hedeflenmistir. Arastirmada kirleticilerin  biyoremediasyonu igin
optimum kosullar belirlenerek, bu kosullar1 kullanan daha etkin mikrobiyel kiiltiirler
elde edilmesi saglanmistir. Bu baglamda yapilan tez calismasi konu ile ilgili diger

calismalara yol gosterici olmas1 bakimindan da 6nem tasimaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Atiksular ve Ozellikleri

Diinya niifusunun hizla artmasi ile suya olan ihtiyag da o oranda artmakta ve su
kaynaklar1 hizla tiikkenmektedir. Bu yiizden olusan atiksularin dogaya tekrar verilirken
aritilmasi, gerek mevcut su kaynaklarinin korunmasi gerekse atiksularin tekrar geri

kazaniminda 6nemli rol oynamaktadir.

Evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger kullanimlar sonucunda kirlenmis veya 6zellikleri

kismen ya da tamamen degismis sulara “atiksu” denilmektedir (Anonim 2004).

Glinlimiizde evsel ya da endiistriyel atiksu olarak nitelendirilen bu sularin aritma
teknolojileri sayesinde tekrar geri doniisimii saglanmakta ve etkileri bertaraf
edilmektedir. Bu giin ¢evremizde olusan atiksularin ne tiirde oldugu, hangi 6zelliklere
sahip oldugu ve bunlarin hangi tiir aritim yontemleri ile temizlendigi bilgisine ulasarak,

atiksular1 uygun yontemlerle aritabiliriz.

2.1.1 Evsel atiksular ve ozellikleri

Evsel atiksular, ¢oziinmiis halde organik ve inorganik maddeler igeren genellikle
kolloidal formda olan sivilardir. Evsel atik sularin karakteristigi, cografi etmenlere
kullanicilarin  yasam kosullarima ve aligkanliklarina bagli olarak degisiklikler
gosterebilir. Ortalama olarak evsel atiksular 720 mg/L toplam kat1 madde igerir. Toplam
katt maddenin yaklasik 500 mg/L’si ¢oziinmiis halde geri kalami ise kat1 haldedir
(Metcalf ve Edyy 1991). Atiksularda zamanla olusan kokunun nedeni, igerisindeki
organik maddelerin bozulmasi ile meydana gelen hidrojen siilfiir gazlanidir. Evsel
atiksularda bir ¢cok mikroorganizma bulunur. Bunlar; fungi, protozoa, virtisler, bakteriler
ve algler olarak siralanabilir. Bu mikroorganizmalarin bir ¢ogu insanlarda ve
hayvanlarda enfeksiyon hastaliklarina neden olabilir. Evsel atiksularin bilesen

konsantrasyonu ¢izelge 2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1 Evsel atiksularin bilesen konsantrasyonlar1 (Metcalf ve Edyy 1991)

Parametreler

Konsantrasyonlar (mg/L)

Zay1f Orta Kuvvetli

Toplam Kat1t Madde (TKM) 350 720 1200
Toplam C6ziinmiis Maddeler 250 500 850
Sabit 145 300 525
Ucucu 105 200 325
Askida Kat1 Madde (AKM) 100 220 350
Cokebilen Kati Maddeler 5 10 20

Biyolojik Oksijen Ihtiyaci 110 220 400
Toplam Organik Karbon 80 160 290
Kalic1 Organik Kirletici 250 500 1000
Toplam Azot 20 40 85

Toplam Fosfor 4 8 15

Klortir 30 50 100
Stilfat 20 30 50

2.1.2 Endiistriyel atiksular ve ozellikleri

Sayisiz alanda calisma kollar1 bulunan endiistri iilkemizde hizla gelismekte olan bir
sektordiir. Bu sektordeki sanayi kollari, tekstil, deri, makine, kagit mamulleri, boya,
recine, c¢esitli kimyasal {riinleri, sabun, temizleyici maddeler ve kozmetik ile cam ve
cam esya sanayi vb. gibi daha birgok alani kapsamaktadir. Endiistri bu sekilde bir
yandan yararli iriinler yaparken bir yandan da fazla miktarda atiksu tiretmektedir.
Atiksuyu tireten endiistri koluna gore bu kimyasal maddelerin miktar1 ve gesitliligi de
degismektedir. Ozellikle ilag, boya, pestisit, kagit, tekstil gibi sanayi kuruluslarinda
fenol ve tiirevlerine ¢ok rastlanmaktadir (Peterson 1977, Callega vd. 1993, Biilbiil ve

Aksu 1997). Cesitli sanayi kuruluslarinda atiksulardaki fenol konsantrasyonlari ¢izelge

2.2°de verilmistir.




Cizelge 2.2 Cesitli sanayi kuruluglarinin atuksularindaki fenol konsantrasyonlari
(Anonim 2004)

Sektor Fenol (mg/L)

Kompozit Numune Kompozit Numune
2 Saatlik 24 Saatlik

Komiir Hazirlama, Isleme ve Enerji Uretme 1.0 0.6

Tesisleri (Kok-Hava Gazi Uretimi ve Benzeri)

Tekstil Sanayi 1.0 0.5

(Orgii Kumas Terbiyesi ve Benzeri)

Tekstil Sanayi 1.0 0.5

(Hal1 Terbiyesi ve Benzeri)

Tekstil Sanayi 1.0 0.5

(Sentetik Tekstil Sanayi ve Benzeri)

Tekstil Sanayi(Dokunmus Kumas Terbiyesi ve 1.0 0.5

Benzeri)

Petrol Sanayi 2.0 1.0

(Petrol Rafinerileri ve Benzeri)

Petrol Sanayi 2.0 1.0

( Petrol Dolum Tesisleri ve Benzeri )

Kimya Sanayi 2.0 1.0

(Petrokimya ve Hidrokarbon Uretim Tesisleri)

Akintinin olmadigi bolgelerde, suyun i¢indeki kati maddelerinin, suyun dibine ¢okmesi
suda yasayan canlilar1 olumsuz etkiler. Suyun dibinde ¢okiintii olusturan bu katilarin
bozunmalar: sirasinda kotii kokulu gaz ¢ikisi olur. Bu katilara 6rnek olarak; agir metal,
siyaniir ve toksik organik bilesikleri verebiliriz. Amerikan Cevre Koruma Ajansi (EPA)
0zel limit gerektiren toksik organik ve inorganik kimyasallarin bir listesini
yayimmlamgtir. Oncelikli kirleticiler olarak adlandirilan bu maddelerden bazilar cizelge
2.3’de verilmistir. Ayrica bu kirleticiler renk ve bulaniklik bakimindan da

degerlendirildiginde estetik problem arz ederler (Karaman ve Tenikler 2007).

Cizelge 2.3 EPA’nin 6zel limit gerektiren toksik kimyasallar1 listesi (Anonymous 2015)

Asenaphthen Izopron Dietil ftalat 3-Endosiilfan-beta

Akrolein Nitrobenzen 3,4-Benzofloranten | a-BHC-alfa

Benzen 4-Nitrofenol Asenaftalin 3-BHC-beta

Benzidin 2,4-Dinitrofenol Toksafen 2,4,6-Triklorofenol

Carbontetrakloriir 4,6-Dinitro-o-kresol | Heptaklor epoksit 4-Klorofenil ~ fenil
eter

Klorobenzen Pentaklorofenol Heptaklor 4-Bromofenil fenil
eter

Toluen Fenol Endrin aldehit Bis(2etilheksil)
ftalat

Hexakloroetan Biitil benzil ftalat Endosiilfan siilfat Klorofenol




2.2 Aromatik Halkaya Sahip Kirleticilier ve Ozellikleri

19. yiizyihn sonlarina dogru Kekule-Couper-Butlelerov’un Valens bag teorisi olarak
bilinen teoriyi ortaya atmasindan sonra organik bilesikler, alifatik ve aromatik
hidrokarbonlar olmak tizere iki biiyiik sinifa ayrildi. Aromatik bilesiklerden diisiik C/H
oranina sahip ve hos kokulu bilesikler, aromatik (Yunancada aroma hos koku anlamina
gelmektedir) bilesikler olarak kabul edildi. Petrol ve petrol tiirevleri gibi polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar), basta petrol sizintilar1 ve fosil yakitlarin eksik
yanmastyla ¢evreye yayilan organik kirleticilerdir. Cogu PAH, cevrede varligint uzun
siire korudugu ve biyoakiimiilasyona ugradigi i¢in cevre kirliligine neden olur ve

biyolojik dengeyi ¢arpict bir bigimde etkiler (Demir ve Demirbag 1999).

2.3 Fenolik Bilesikler ve Ozellikleri

Fenol, “CgHsOH” kapali formiiliine sahip beyaz kristal yapili molekiiler bir katidir.
Tatlims1, buruk bir kokuya sahip fenollerin tespit limiti havada 40 ppm ve suda ise 1-8
ppm’dir. Suya kiyasla ¢ok yavas buharlasirlar. Suda orta dereceli bir ¢dziiniirliige

sahiptirler ve olduk¢a yanicidirlar (Anonim 2011).

Fenollerin acgik pembe ve sarimsi kristal yapilar1 sekil 2.1°de gosterilmistir.
Karakteristik bir kokusu olan fenol; su, alkol, kloroform, eter, gliserol ve ucucu

yaglarda ¢oziiniir. Genellikle sulu ¢ozeltileri antiseptik ve dezenfektan etki gdsterir

Sekil 2.1 Fenoliin goriiniisii (Anonim 2011)



Bazi bitkilerin kokular1 bitkinin biinyesindeki fenolden kaynaklanir. Ornegin kekik
yapragina, karanfil ¢icegine ve yagina kokusunu veren, bitkinin biinyesindeki fenoldiir.
Fenoller yapisal olarak alkollere benzer. Ancak alkollerden daha giiclii, karboksilik
asitlerden daha zayif asittir. Bunun nedeni aromatik halka iizerinde bulunan (OH)in
hidrojeni gevsek tutmasi ve olusturacagi fenoksit anyonunun fenolden daha kararl
olmasidir. Kisaca fenoksit anyonundaki negatif yiik, rezonans yardimiyla halkaya
dagildig1 i¢in fenol asidiktir (Anonim 2011). Fenol, komiir katran1 ve halobenzenlerden
iiretilir. Fenol, halobenzenlerden klorbenzenin hidrolizi ile de elde edilir (Anonim

2011). Fenol olusumu ile ilgili tepkimeler agsagida verilmistir (Sekil 2.2).

Cl OMNa
2MaltH 3sre, MaCl
+ — =1
a 200 atm a N HED

Klorobenzan Sodyum fenoksit
ONa OH
+ HCl —» + MNaCl
Sodyum fenaksit Fenal

Sekil 2.2 Fenol olsumu (Anonim 2011)

Zayif asidik yapida olan fenoller, genelde renk reaksiyonlari ile teshis edilirler. % 1°lik

sulu feri kloriir ile ndtr ortamda mavi, yesil, mor ve kirmizi renkli bilesikler verirler.

Fenollerin zayif asit olmasindan kaynaklanan antiseptik etkileri nedeniyle bazi ilaglarin
yapiminda kullanilir. Dis hekimlerinin tedavileri sirasinda, kullandiklar1 agr1 giderici
soliisyonlarin yapisinda da fenol vardir. Bocek 1sirig1, giines yanigi vb. nedenlerle tahris
olmus deri lizerinde; s1z1y1, yanmay1 ve kasinmayi azaltici etki yapar. Yine bazi bakteri

ve mantarlara kars1 dezenfektan olarak kullanilabilir (Y1ldiz 2001).

Bunun yaninda fenol; formaldehit, bakalit, aspirin ayrica novalak denilen sentetik regine
yapiminda da kullanilir. Fenoller gida yaglarinda bulunan alkenleri par¢alama 6zelligine

sahip peroksi radikalleri ile tepkimeye girerek antioksidan olarak gidalarda kullanilirlar.



Plastiklerin en Onemli bilesenlerinden olan fenoller, diinyada ve Tiirkiye’de en cok
fenolik recine iiretiminde, kaucguk isleme, izolasyon ve yliksek siirtiinmeye dayanikli
malzemelerin imalatinda kullanilmaktadir. Fenoller ayrica ilag, boya ve pestisitlerde de
hammadde olarak kullanilir. Boya ve ilag endiistrilerinde kullanilan klorfenoller, regine,
antioksidan ve plastiklestiricilerde kullanilan alkil fenoller, yiizey aktif maddeler de

yine fenolden elde edilirler (Patterson 1977, Biilbiil ve Aksu 1997).

Biitiin bitkiler metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak, ancak bitkinin kendi
metabolizmalarindaki rolleri yeterince bilinmeyen, ¢ok sayida fenolik madde
olusturmaktadirlar. Bu nedenle, bitkisel kdkenli biitiin gidalarda daima farkli nitelikte
ve miktarda cesitli fenolik bilesikler bulunmaktadir. Fenolik bilesikler meyve ve
sebzelerin kendilerine 6zgii buruk tadini ve renklerini verirler. Bazi fenolik bilesikler ise
ac1 tadin olusmasinda da rol almaktadirlar. Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan
sagligr acisindan islevleri, tat ve koku olusumundaki etkileri, renk olusumu ve
degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve antioksidatif etki goOstermeleri, enzim
inhibisyonuna neden olmalari, degisik gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi

bir¢ok acidan 6nem tasimaktadirlar.

Fenoller yapisindaki (OH) sayisina gore mono, di, tri ve polihidrik fenoller olarak
siniflandirilirlar. Genellikle tiiredikleri hidrokarbon adinin sonuna (OH) grubu sayisina
gore —ol, -diol, -triol son eklerinin getirilmesiyle adlandirilirlar. Ancak fenollerin
cogunun Ozel adlart mevcuttur. Benzenden tiireyen monohidrik fenol, sadece fenol
olarak adlandirilir. Toluen’den tiireyen monohidrik fenollere krezoller, ksilenden
tireyenlere de ksinlenoller denir. Asagida bazi fenollerin formiilleri ve adlar

verilmistir:



OH

OH CH,
i Cl
OH

fenol p-krezol o-klorfenol
{hidroksibenzen) (4-hidroksitoluen) {2-Klorfenol)
OH CHy OH
@C}H CH;
i “NO, CH;
m-nitrofenol o-krezol 2.3-ksilenol
{3=-nitrofenol) (2=hidroksitoluen) (2. 3-dimetilfennl)

Sekil 2.3 Fenollerin adlar1 ve formiilleri (Anonim 2011)

Asagida ii¢ izomer dihidrik fenol olarak verilmistir. Bunlar daha ¢ok 6zel adlar ile

bilinirler.
OH OH OH
OH
OH
OH
pirokatekol rezorsinol hidrokinon
(1,2-benzendiol ) (1,3-benzendiol) ( 1,4-benzendiol)

Sekil 2.4 Dihidrik fenoller (Anonim 2011)

Naftalinden tiireyen fenollere naftoller denir. Asagidaki sekilde gosterilirler.



OH

2 o8

a-naftol p-naftol
{1-maftol) (2-naftol)

Sekil 2.5 Naftoller

Komiir ocaklari, zeytin yagi ve demir celik isletmeleri faaliyetleri, boya, kagit, parfiim,
tekstil ve deterjan tiretimi sonucunda olusan atiksular yiizlerce farkli kirleticiyi
icermektedir. Bu kirleticiler arasinda fenol ve tlirevleri gibi fenolik maddeler de (fenol,
klorofenol, katekol, klorokatekol, nitrofenol, metilfenol, alkilfenol, bisfenol
veaminofenol gibi) bulunmaktadir. Fenolik maddeler yiiksek derecede kararl bilesikler
olduklarindan oldukga toksik, mutajen ve kanserojendir. Fenoliin bobrek, karaciger, kas
ve gozleri tahris ettigi, DNA sentezini ve replikasyonunu engelledigi bilinmektedir
(Michalowicz ve Duda 2007). Ayrica bu toksik maddenin endokrin salgilari bozup
insan ve diger organizmalarin sagligina olumsuz yonde etki ettigi diisiiniilmektedir (Van
Schie ve Yang 2000, Ischtchenko vd. 2003, Yang ve Lee 2007, Saravanan 2008).
Klorfenollere maruz kalan insanlarda ise akciger kanserinin tetiklendigi goriilmiistiir.
Ayni sekilde p-kresoliin de kanserojen oldugu cesitli c¢alismalarda belirtilmistir
(Michalowicz ve Duda 2007).

Bu nedenle, fenol ve tiirevlerini i¢eren atiksular aritilmadan c¢evreye verilmemelidir. Bu
tip atiksularda fenol genellikle tek basina degil, tiirevleriyle birlikte bulunur ve aritimi
zorlagtirmaktadir. Fenol ve tiirevlerini igeren atiksular biyolojik ve kimyasal olarak

aritilabilirler.
2.4 Fenolik Madde Iceren Atiksularin Biyolojik Yolla Aritimi

Fenolik maddeleri iceren atik sular farkli yollarla aritilmaktadir. Bunlar fiziksel,
kimyasal ve biyolojik metotlardir. Ancak biyolojik aritimin temelini olusturan

biyoremediasyon, kimyasal aritim yontemlerine gore tercih sebebidir (Vallero 2010).



Geleneksel aritim yontemleri ya ikincil bir ¢evre kirliligine neden olmakta yada tam
verimli bir aritim saglayamamaktadir. Biyoremediasyon, tehlikeli atiklarin bertaraf
edilmesi i¢in siklikla kullanilan teknolojilere gore daha ucuz ve giivenilirdir (Ceyhan ve

Esmeray 2012).

Fenolik maddeler aromatik halkaya sahip oldugundan biyolojik par¢alanmaya da
oldukca direnglidir. Kimyasal yontemlerin pahali oluslar1 veya uygulamadaki sikintilart
arastiricilar daha ekonomik ve uygulanabilir yontemler bulmaya yoneltmektedir. Bu
amagla, biyoremediasyon yapabilen mikroorganizmalarla yapilan biyolojik aritim

giintimiiziin gerekliligidir (Wang vd. 2015, Gurbanov vd. 2015, Santini vd. 2015).

Daha 6nce yapilan gesitli calismalarda farkli mikroorganizmalarin fenol ve tiirevlerini
iceren ortamlarda gelisebildigi ve bu aromatik bilesikleri karbon ve enerji kaynagi

olarak kullanabildigi gdsterilmistir (Van Schie ve Yang 2000).

Aerobik olarak gergeklesen bu degredasyonun birinci basamaginda katekol olusturmak
tizere molekiiler oksijen fenol hidroksilaz tarafindan kullanilir. Katekol orto- veya meta-
yolu olmak tizere iki yoldan parcalanabilmektedir. Bu iki yolda c¢esitli enzimatik
asamalardan sonra olusan son {riinler krebs dongiisiine katilarak par¢alanmaktadir (Van

Schie ve Yang 2000).

Bu yolla parcalanmaya karst direncli olan fenolik maddeler mikroorganizmalar

sayesinde CO, ve H,O’ya kadar indirgenmektedir. Ozellikle Pseudomonas tiirlerinin
fenolii bu sekilde pargaladigl goriilmiistiir (Powlowski ve Shingler 1994, Kumar vd.
2005, Kulkarni ve Chaudhari 2006, Afzal vd. 2007, Yang ve Lee 2007, Kotresha ve
Vidyasagar 2008, Saravanan vd. 2008).

Bununla birlikte, Phanerochaete chrysosporium (Pérez vd. 1997), Rhodococcus spp.
(Margesin vd. 2005), Candida tropicalis (Yan vd. 2006), Bacillus brevis (Arutchelvan
vd. 2006) Penicillium chrysogenum (Leitdo vd. 2007), ve Alcaligenes sp. (Nair vd.
2007), Ochrobactrum sp. (Kilig 2009) gibi mikroorganizmalarin da bu aromatik
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kirleticiyi biyolojik yolla pargaladigini gesitli arastiricilar gostermistir. Rhodococcus
cercidiphyllus,  Arthrobacter  sulfureus ve  Pimelobacter  simplex  gibi
mikroorganizmalarin ise diisiik sicakliklarda n-alkanlari, fenolii ve antrasen, pyren gibi

maddeleri parcalayabildigi Margesin vd. (2013) tarafindan belirlenmistir.

Aromatik hidrokarbonlarin mikroorganizmalar ile biyolojik parcalanma kinetiklerinin
arastirildigl bir ¢alismada, karbon kaynagi olarak benzen, toluen ve fenol kullanilmis,
tek ve karisik derisimde hazirlanan kesikli, havalandirmali reaktorler igerisinde P.
putida F1 kiiltiirti asilanarak mikroorganizmalarin gelisimleri izlenmistir. Tek karbon
kaynagi iceren reaktorlerde, mikroorganizmalarin ortama adaptasyon siireleri; toluen
igin 7 saat, benzen i¢in 6.5 saat ve fenol igin ise 18 saat olarak gézlenmistir. Toluenin
biyolojik parg¢alanmasinin, benzen ve fenole gore daha erken gerceklestigi tespit

edilmistir (Reardon vd. 2000).

Jiang vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Alcaligenes faecalis izole edilmis, ve izole edilen
kiiltiirtin tanimlamasi yapilmistir. Farkli ekim oranlartyla fenoliin parcalama potansiyeli
belirlenmistir. Biyolojik pargalamada maksimum fenol derisimi, 1600 mg/L ve tam

pargalanma siiresi 76 saat olarak belirlenmistir.

Movahedyan vd. (2009) yaptiklart g¢alismada, petrokimya endiistrisinden kaynakli
fenolik bilesiklerin par¢alanmasi ¢alisilmistir. Arastirmada 10 farkl, fenol pargalayan
bakteri tiirii kullanilmis ve bu bakterilerin hepsi evsel atiksu aritim sistemlerindeki
camurdan izole edilmistir. Elde edilen bakterilerle farkli derisimlerde (200-900 mg/L)
fenol aritimi ve bakterilerin biiyiime hizi ve kinetiginin ¢ikarilmasi g¢alisilmistir.
Calisma sonucunda %90 fenol parcalama yetenegine sahip bakteri aktif camur

sisteminden izole edilip tanilanmis ve Pseudomonas putida olarak belirlenmistir.

2.5 Kometabolik Yolla Fenolik Madde iceren Atiksularin Aritin

Biyoremediasyon  yapabilen = mikroorganizmalarin  metabolik  faaliyetlerini

gerceklestirirken kullandiklar1 karbon kaynaginin yaninda baska bir bilesigi de ayrica
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enerji kaynagi olarak kullanmasi “kometabolizma” olarak tanimlanmaktadir (Nzila

2013).

Kometabolizmada gelisme igin ise asimile edilen bir baska substrat kullanilir.
Mikroorganizma gelisme icin kullanmadigl substrattan karbon kaynagi olarak
yararlanmadig1 i¢in bu substrati par¢alamasi ile bir avantaj elde etmez. Bu baglamda
kometabolizma, gelisme i¢in gerekli veya baska bir transforme olabilen substratin
mutlaka oldugu bir ortamda gelisme icin gerekli olmayan bir substratin
transformasyonudur (Field vd. 2007). Mevcut calismalar gostermektedir ki, dogada
siklikla bulunabilen birgok kirletici, bu yontemle aritilabilir (Han vd. 2007, Xie vd.
2009).

Kometabolizma ile ¢esitli kirleticilerin mikrobiyel yolla par¢alanmasina iliskin cesitli
calismalar mevcuttur. Fenoliin mikrobiyel gelisme i¢in gerekli substrat, 4-KF’iin ise
gelismede kullanilmadigi fakat degrede edildigi birkag calisma literatiirde
bulunmaktadir (Loh vd. 2006, Aktas 2012). Bu tip ¢alismalarda saf (Cobos-Vasconcelos
vd. 2006, Tobajas vd. 2012) veya karisik kiiltiirler (Monsalvo vd. 2009, Aktas 2012)

kullanilmistir.

Pseudomonas putida (ATCC 49451) ile gergeklestirilen bir ¢alismada fenol varliginda
2-klorofenol (2-KF) ve 4-klorofenol (4-KF) gibi toksik kirleticilerin kometabolik yolla
parcalandig1 gosterilmistir (Loh ve Wu 2006).

Bir baska ¢alismada, 2-KF, 4-KF, 2,4-diklorofenol (2,4-DKF) ve 2,6-diklorofenol (2,6-
DKF) gibi fenolik bilesikler, Burkholderiatropicalis kullanilarak fenoliin primer

substrat oldugu ortamda kometabolizmayla ortamdan uzaklagtirillmistir (Cobos-

Vasconcelos vd. 2006).

Fenol ve glukoz kosubstratlarinin varliginda 4-KF’iin Comamonastestosteroni CECT
326T susu ile kometabolik giderildigi calismada, kullanilan kosubstratlarin 4-KF
giderimini arttirdig1 belirlenmistir (Tobajas vd. 2012).
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Bununla birlikte, endiistriyel atiksu sistemlerinin aktif camurundan elde edilen karisik
kiiltiirlerle de klorlu fenolik bilesikler fenoliin gelismeyi destekledigi ortamlarda
kometabolik olarak aritilmistir. Bu c¢alismalardan bir tanesinde 4-KF fenol kosubstrat
oldugunda (Monsalvo vd. 2009), digerinde ise 2-KF ve 2-nitrofenol (2-NP) fenol
varliginda kometabolizma yoluyla karigik kiiltlirlerle parcalanmistir (Aktas 2012).

Aerobik olarak gerceklesen fenol biyoremediasyonunda, fenol, transformasyonu igin
gerekli NADH (veya NADPH)’a gereksinen monooksijenaz ve katekoldioksijenaz
enzimlerini indiikler. Daha sonra katekol, orto- veya meta- yolu olmak iizere iki yoldan
parcalanabilmektedir. Bu iki yolda cesitli enzimatik asamalardan sonra olusan son
tirlinler krebs dongiisiine katilarak pargalanmaktadir (Van Schie ve Young 2000). Ayni
enzimler, 4-KF’iin de transformasyonunu katalizleyebilir. Fenol ve 4-KF yapisal olarak
analog  olduklarindan, mikroorganizmalar bu bilesikleri degrede etmede
kullanildiklarinda yarismali inhibisyon olur (Loh ve Ranganath 2005). Bu nedenle fenol
ve 4-KF kometabolik olarak degrede olabilirler.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Atiksu

Giderim ¢alismalarinda kullanilmak iizere, karisik kiiltiir elde etmek amaciyla kullanilan
atiksu 6rnekleri; bor isleme fabrikasi1 (BW) (Eti Maden Isletmeleri, Kiitahya, Tiirkiye),
kagit fabrikas1 (KA) (Kipas Kagit Fabrikasi, K.Maras, Tirkiye) tekstil fabrikasi (TEK)
(Kipas Tekstil Fabrikasi, K.Maras, Tirkiye), atiksu aritim tesisi (TAT) (Tatlar Atiksu
Antim Tesisi, Ankara, Tiirkiye), deterjan ve yap1 kimyasallar1 fabrikas1 (DET)
(Stenkim, Ankara, Tirkiye), ilag fabrikasi (DW1, DW2, DW3) (Vilsan Veteriner
flaglar1 Fabrikasi, Ankara, Tiirkiye) ve petrol isleme fabrikas1 (BT) (Botas, Adana,

Tiirkiye) olmak iizere dokuz farkli kaynaktan alinmistir.

3.1.2 Fenol ve 4-KF cozeltisi

Fenol ve 4-KF soliisyonlari 1 g/L olarak hazirlanan stok karigimlardan gerekli

seyreltmeler yapilarak elde edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Kansik Kkiiltiir eldesi

Alnan su 6rnekleri 150 mg/L fenol ve 50 mg/L 4-KF iceren 100 ml’lik erlenlerdeki 50
ml’lik, %1 (v/v) melas igeren mineral salt medium (MSM) sivi besi yerlerine
aktarilmistir. Ornekler 168 saat boyunca 30 °C sicaklikta inkiibe edilmistir. MSM
besiyerinin igerigi ¢izelge 3.1’de verilmistir (Afzal vd. 2007).
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Cizelge 3.1 Mineral salt medium besiyeri bilesimi

Bilesen Miktar (mg/L)
KH,PO, 1.70
MgSO,47H,0 0.20
(NH,4)2SO4 2.69
CaCl; 0.03

3.2.2 Kansik kiiltiir secimi

Zenginlestirme yapilarak aktiflestirilen atiksu 6rnekleri 250 ml’lik erlenlere 100 ml
olacak sekilde hazirlanmis 50 mg/L fenol, 2.5 mg/L 4-KF ve %1 (v/v) melas iceren sivi
MSM besiyerine ekilmistir. Besiyeri pH degeri 7’ye ayarlanmis ve ortamlar atiksu

orneklerinin 1 ml’si ile asilanarak 30 °C’de 168 saat boyunca inkiibe edilmistir.

3.2.3 Kirletici giderimi iizerine pH etkisi

En yiiksek verimle fenol ve 4-KF giderimi yapan karigik kiiltiir ile pH denemeleri
yapilmistir. Denemeler pH 6, 7, 8 olmak iizere ii¢ farkli pH’da ve 39.1 mg/L fenol ile
6.1 mg/L 4-KF igeren ortamlarda gergeklestirilmistir.

3.2.4 Baslangig kirletici konsantrasyonunun kirletici giderimine etkisi

Bu denemelerde en yiiksek verimle giderim yapan karisik mikrobiyel kiiltiir kullanilmig

ve besiyeri pH’s1 daha dnce belirlenmis optimum degere ayarlanmistir (pH:8).

Deneylerin birinci asamasinda, baslangi¢c fenol konsantrasyonunun fenol giderimine
etkisini aragtirmak amaciyla, yalnizca fenol iceren ve 4-KF icermeyen besiyerleri
hazirlanmigtir. Bu ortamlardaki fenol konsantrasyonlar1 sirast ile; 98.5 mg/L, 171.5

mg/L, ve 391.0 mg/L’dir.

15



Deneylerin ikinci asamasinda, baslangic 4-KF konsantrasyonunun bu Kirletici
giderimine etkisi fenol icermeyen ve yalnizca 4-KF igeren besiyerlerinde arastirilmistir.

Bu besiyerlerindeki kirletici konsantrasyonu 5 mg/L olarak ayarlanmuistir.

3.2.5 Baslangi¢ fenol konsantrasyonunun fenol ve 4-KF gidrerimine etkisi

Deneylerin  bu asamasinda, 4-KF konsantrasyonu sabit tutulmus ve fenol
konsantrasyonu arttirilmistir.  Bu  ortamlardaki  baslangic fenol ve 4-KF
konsantrasyonlar1 sirasiyla su sekildedir; 88.2 mg/L fenol ve 5.5 mg/L 4-KF; 164.4
mg/L fenol ve 5.3 mg/L 4-KF; 367.6 mg/L fenol ve 5.6 mg/L 4-KF.

Calismada biitliin denemeler 2 paralel olacak sekilde yapilmistir.

3.3 Analitik Yontemler

3.3.1 Optik yogunlugun belirlenmesi ( OD )

Inkiibasyon siiresi boyunca erlenlerden 3 ml &rnek almmus, 3421xg (1000 rpm)
saglayan ¢evirme hizinda 10 dakika santrifujlenmis (Hettich 234), elde edilen ¢okelti,
distile su ile gerekli seyreltmeler yapilarak optik yogunluk degerleri 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrik (Shimatzu UV-1700) olarak belirlenmistir.

3.3.2 Kalan fenol ve 4-KF konsantrasyonunun belirlenmesi

Inkiibasyon siiresi boyunca alinan her 6rnek 3421xg (1000 rpm) g¢evirme hizinda
biyokiitlenin uzaklastirllmas1 i¢in 10 dakika santrifiij (Hettich 234) edilmistir.
Siipernatant kisim, ortamda kalan fenol ve 4-KF konsantrasyonunun belirlenmesi
amaciyla HPLC cihazi ile (Shimatzu UV-1700) 6l¢iilmiistiir. Fenol konsantrasyonunun
analizi i¢in C-18 kolonu (250 mm x 4.6 mm i¢ ¢ap: 5 um partikill biiyiikligi; akis hizi:
Iml/dk; UV dedektor (275 nm); mobil faz: asetonitril:su karsimi) kullanilmastir.
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3.3.3 Fenol ve 4-KF gideriminin hesaplanmasi
Hesaplamalar asagidaki formiillere gore yapilmistir.
Co: Baslangig kirletici konsantrasyonu (mg/L).

Cf: Son kirletici konsantrasyonu (mg/L).

gm: Maksimum spesifik kirletici giderimi (mg/g).

Xm: Maksimum kurutulmus hiicre miktar1 (g/L).

% Giderim= [? X 100]

gm = (Co — Cf) / Xm
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Gergeklestirilen tez calismasinda, ¢esitli sanayi kuruluslarinin atiksularindan karigik
mikrobiyel kiiltiirler elde edilmistir. Calismanin ilk basamaginda, fenol ve 4-KF
gideriminde en basarili olan karisik mikrobiyel kiiltiir se¢ilmistir. Calismanin ikinci
basamaginda ise, segilen kiiltiirlin artan fenol ve 4-KF konsantrasyonundaki gelismeleri
ve en iyi faaliyet gosterdikleri pH degeri belirlenmistir. Daha sonra baslangig¢ kirletici

konsantrasyonunun fenol ve 4-KF giderimine etkisi belirlenmistir.

4.1 Fenol ve 4-KF Biyoremediasyonu Yapan Karisik Mikrobiyel Kiiltiir

Farkli ortamlardan alinan 6rneklerden elde edilen karisik mikrobiyel kiiltiirlerin fenol ve
4-KF biyoremediasyon kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla 52.1 mg/L fenol ve 2.5
mg/L 4-KF iceren ortamlar hazirlannmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda (168 saat)

besiyerinde kalan fenol miktart HPLC analizi ile belirlenmigtir.

Bu denemelerin sonuglart ¢izelge 4.1°de verilmistir. Karigik mikrobiyel kiiltiirlerden
BW, % 100 oraninda fenol ve 4-KF degredasyonu yapmustir. Bu karigik kiiltiirlerden
DW?2 ise % 98 oraninda fenol ve % 100 oraninda 4-KF degredasyonu yapmustir. iki
karisik mikrobiyel kiiltiir de yliksek oranda kirletici giderimi yapmistir. Ancak BW
karisik kiiltiirii diger karisik kiiltiirlere gore daha 1y1 gelisim gosterdigi i¢in (ODgo:1.1)
calismaya BW karigik kiltiirii ile devam edilmistir. Deneylerin bundan sonraki
boliimlerine en yiliksek verimle fenol ve 4-KF biyoremediasyonu yapan karisik

mikrobiyel kiiltiir ile devam edilmistir (BW).
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Cizelge 4.1 Dokuz farkl karisik mikrobiyel kiiltiirtin kirletici uzaklastirma kapasiteleri

Kansik % Giderim

Mikrobiyel ODeoo
Kiiltar Fenol 4-KF

DW1 23 100 0.3
DW?2 98 100 0.2
DW3 98 85 0.2
DET - 48 04
KA 98 84 0.4
BW 100 100 1.1
BT 98 64 0.5
TEK - - 0.9
TAT 100 8 0.7

(C,52.1 mg /L (F); C, 2.5 mg /L (4-KF); pH 7; T: 30 °C; inkiibasyon siiresi 168 saat)

4.2 Fenol ve 4-KF Giderimine pH EtkKisi

Mikroorganizmalarin gelismesini en fazla etkileyen faktorlerden bir tanesi ortamin pH
derecesidir. Denemeler pH 6, 7 ve 8 olmak iizere ii¢ farkli pH’da ve 39.1 mg/L fenol ile
6.1 mg/L 4-KF konsantrasyonunda gergeklestirilmistir. Deney sonuglar1 gizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2 BW karisik kiiltiirtiniin fenol ve 4-KF biyoremediasyonuna pH etkisi

% Giderim ODsoo
pH
Fenol 4-KF
6 100 100 0.8
7 98.6 100 0.9
8 100 100 0.9

(Co: 39.1 mg/L (F); Co: 6.1 mg/L (4-KF); T: 30 °C inkiibasyon siiresi: 120 saat)
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Inkiibasyon siiresi sonunda BW karisik kiiltiirii, ortam pH’1 6, 7 veya 8 oldugunda,
farkli pH degerlerinden olumsuz etkilenmeyerek, bu ortamlarda yaklasik olarak % 100
verimlilikle fenol ve 4-KF giderimi yapmustir. Bu karisik kiiltiir pH 7°de % 98.6 fenol
ve % 100 4-KF, pH 6 ve 8’de % 100 oraninda kirletici degredasyonu yapmustir. pH
degerinin 8 oldugu denemelerde, BW karisik kiiltiirtindeki biiylime oraninin diger pH
degerlerine gore daha fazla oldugu saptanmistir (ODggo: 0.9). Bu nedenle optimum pH
degeri 8 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). Bundan sonraki caligmlarda ortam pH

derecesi 8 olarak ayarlanmistir.

4.3 Fenol ve 4-KF Giderimine Baslangi¢ Kirletici Konsantrasyonu Etkisi

4.3.1 Fenol ve 4-KF’iin tekli degredasyonu

Optimum pH derecesi belirlendikten sonra farkli baslangi¢ fenol konsantrasyonlarinin
biyogiderim lizerine etkisini arastirmak amaciyla MSM besiyerleri 98.5 mg/L, 171.5
mg/L ve 391.0 mg/L fenol igerecek sekilde hazirlanmistir. Denemeler 250 ml’lik
erlenlerde, pH’1 8 olan 100 mI’lik ortamlarda ve 30 °C sicaklikta, 100 rpm ¢alkalamali

inkiibatorde gergeklestirilmistir.

Denemelerde kullanilan bu karnisik kiiltiir (BW), 98.5 mg/L fenol igeren besiyerinde
ortama uygulanan fenoliin % 99.5’1 inkiibasyon siiresinin 48. saatinde uzaklastirmistir

(Sekil 4.1).

Fenol konsantrasyonu 171.5 mg/L’ye ¢ikarildiginda karisik kiiltiir, 98.5 mg/L kirletici
iceren ortama benzer sekilde degredasyon yaparak, bu kirletici konsantrasyonunda
ortama uygulanan fenoliin %99.9’unun mineralize edilmesini inkiibasyon siiresinin 48.

saatinde gerceklesmistir.

Kirletici konsantrasyonunun 391.0 mg/L oldugu ortamda mikroorganizmalar ortamdaki
fenoliin %35 ni inkiibasyon siiresenin 48. saatinde uzaklastirmistir. Bu konsantrasyonda

fenoliin tamami inkiibasyon siiresinin 168. saatinde parcalanmustir.
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Sekil 4.1 BW karisik mikrobiyel kiiltiirii ile fenol ve 4-KF’iin MSM’de tekli giderimi
(pH:8 ; Inkiibasyon siiresi : 168 Saat ; T : 30 °C)

Bu sonuglarin yani sira, 4-KF’iin 5 mg/L baslangi¢ konsantrasyonunda MSM ortaminda
tekli degredasyonunun segilen mikrobiyel kiiltiir tarafindan yapilamadigi gozlenmistir.
Ortamdaki 4-KF kirleticisinin mikrobiyel biiylimeyi azalttigi ve degredasyonun

yapilamadig1 goriilmiistiir.

4.3.2 Fenol ve 4-KF’iin kometabolizma ile degredasyonu

Calismanin bu asamasinda, fenol ve 4-KF’iin birlikte bulundugu ortamlarda kirletici

giderimi arastirilmistir.

Sekil 4.2°de alinan veriler 6zetlenmistir. Fenol konsantrasyonunun 88.2 mg/L oldugu
denemelerde 48 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra % 39.7 oraninda fenol ve % 78
oraninda 4-KF degrede edilmistir. Inkiibasyon siiresi 144 saat oldugunda ayni

kosullarda kirleticilerin tamaminin mineralize oldugu goriilmiistiir.
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Kirletici kontrasyonunun iki katina ¢ikarildigi (164.4 mg/L fenol) ortamdaki fenoliin 96.
saatin sonunda % 12.7, 144 saat sonunda ise % 100 degrede oldugu belirlenmistir. Ayni
ortamda 4-KF ise 96 saat sonunda % 31.5, 144 saat sonunda tamamen mineralize

olmustur.

Ortama en yiiksek baglangi¢ fenol konsantrasyonu (367.6 mg/L) uygulandiginda (4-KF:
5.6 mg/L) mikrobiyel kiiltlir, kirleticilerden belirgin bir sekilde etkilenmistir. Bu
kosullar altinda mikroorganizmalar, fenol ve 4-KF’ii tamamen degrede edememislerdir.
Inkiibasyon siiresinin 144. saatinde fenoliin % 4.6’s1, 4-KF’{in ise % 17.5’lik kism1

degrede edilmistir.

Bu bilgiler 1s18inda, BW karisik mikrobiyel kiiltiiriiniin fenol ve 4-KF’iin birlikte
gideriminde, en yiliksek degredasyon performansini 164.4 mg/L olan fenol
konsantrasyonunda sagladigi goriilmistiir. Daha yiiksek fenol konsantrasyonunda
mikrobiyel kiiltiiriin artan kirletici konsantrasyonundan olumsuz etkilendigi ve

degradasyonun azaldig1 gorilmiistiir.
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Sekil 4.2 Artan Fenol ve sabit 4-KF konsantrasyonlarinda BW karisik mikrobiyel
kiiltiirii ile fenol ve 4-KF’{in birlikte MSM’de giderimi

(pH: 8; Iinkiibasyon siiresi: 168 Saat; T: 30 °C)
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BW karisik mikrobiyel kiiltlirlinlin maksimum spesifik kirletici giderimleri ¢izelge

4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3 Artan fenol konsantrasyonlar altinda en yiiksek fenol giderim kapasitesine
(BW) sahip karisik kiiltiiriindeki maksimum spesifik fenol giderimi (qm)

Co (Mmg/L) Om (MY/9g)
98.5 88.5+1.9
171.5 141.6+7.5
391.0 228.242.1

(pH: 8; T: 30 °C, Inkiibasyon siiresi: 168 saat)

Cizelge 4.3’te BW karisik Kkiiltiiriiniin ortamda yalmiz fenol varken artan fenol

konsantrasyonlarindaki maksimum spesifik fenol giderim miktarlar1 (qm) 6zetlenmistir.

Ortamdaki fenol konsantrasyonu 98.5 mg/L oldugunda karisik mikrobiyel kiitlenin 1
grami basmna giderilen fenol konsantrasyonu 88.5 mg olmustur. Bununla birlikte,
ortamda 171.5 mg/L fenol oldugunda qm degeri 141.6 mg/g olarak bulunmustur. En
yilksek fenol konsantrasyonunda (391 mg/L), qm degeri 228.2 mg/g olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.4’te BW karisik kiiltiiriinlin artan fenol ve sabit 4-KF iceren ortamlardaki

maksimum spesifik fenol ve 4-KF giderim miktarlar1 (qm) 6zetlenmistir.

Cizelge 4.4 Artan fenol ve sabit 4-KF konsantrasyonu altinda en yiiksek fenol giderim
kapasitesine sahip karisik kiiltiirde (BW) maksimum spesifik fenol ve 4-KF

giderimi (gm)
Co (mg/L) Co (mg/L)
Fenol gm (Mg/qg) 4-KF dm (Mg/g)
88.2 64.8+£3.2 55 4.0+0.20
164.4 94.1+1.2 5.3 3.0+0.04
367.6 14.8+7.2 5.6 1.5+0.50

(pH: 8; T: 30 °C inkiibasyon siiresi: 168 saat)
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Fenoliin 88.5 mg/L ve 4-KF’iin 5.5 mg/L 6rneklerde qm degeri sirasiyla; 64.8 mg/g ve
4.0 mg/g olarak bulunmustur.

Kirletici konsantrasyonlarinin 164.4 mg/L fenol ve 5.3 mg/L 4-KF oldugu 6rneklerde
Om degerleri, fenol icin; 94.1mg/g ve 4-KF icin; 3.0 mg/g olarak bulunmustur.

Fenol konsantrasyonu 367.6 mg/L ve 4-KF konsantrasyonu 5.6 mg/L iken qn, degerleri

denenen diger ortamlara gore daha diisiik bulunmustur (qm-Fenol: 14.8 mg/g ve qm-4-
KF: 1.5 mg/g).
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5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda atiksu aritiminda kullanilan biyolojik yontemler ile ilgili yapilan ¢alismalar
biiyiik bir ivme kazanmustir. Ozellikle mikroorganizmalarin kometabolik yolla birden
fazla kirleticiyi bir arada degrede ettigi biyogiderim ¢alismalar1 artmistir. Literatiirde bu
tir kirleticilerle yapilmis bir ¢ok calisma mevcuttur (Maleki vd. 2015, Aktas 2012,
Elango vd. 2011) Tez ¢alismasinda, aromatik halkaya sahip kirleticilerden olan fenol ve
4-KF’iin kometabolik yolla biyogiderim mekanizmasi ve bu mekanizmay1 etkileyen

cesitli parametreler ortaya konulmustur.

Calismada, farkli endiistriyel atiksulardan izole edilmis dokuz adet karigik mikrobiyel
kiltirde (BW, BT, TAT, DWI1, DW2, DW3, DET, KA ve TEK) fenol ve 4-KF
kirleticilerinin giderim etkinlikleri test edilmistir. En yiiksek kirletici giderim
kapasitesine sahip karisitk mikrobiyel kiiltliriin belirlenmesi i¢in, dokuz karisik
mikrobiyel kiiltiir ile 52.1 mg/L fenol ve 2.5 mg/L 4-KF konsantrasyonuna sahip % 1
(v/v) melas iceren ortamda pH 7°de denemeler gergeklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda test edilen her iki kirletici i¢in de yiiksek degredasyon verimine sahip (% 100)
olan mikroorganizmalar, BW karisik mikrobiyel kiiltiir 6rneklerinde bulunmustur. DW?2
olarak adlandirilan karigik mikrobiyel kiiltiir de, fenol (% 98) ve 4-KF (% 100) igin
yiiksek kirletici giderim oranina sahiptir. Bununla birlikte, en iyi mikrobiyel gelismeyi
BW karigik kiltlirii gostermistir. Bu sonuctan yola ¢ikarak, BW karisik mikrobiyel

kiiltiiriindeki mikroorganizmalarin ortama daha iyi adapte oldugu soyleyebiliriz.

Bir kirletici veya kirletici karisimlariin degredasyonuna farkli mikroorganizmalar dahil
olabilir. Her ne kadar saf kiiltiirlerle yapilan ¢alismalar bulunsa da (Tobajas vd. 2012),
degredasyon prosesi sirasinda ortaya ¢ikan ara iriinler nedeniyle biyoremediasyon
islemlerinde farkli mikroorganizmalarin bulunmasinin gerekliligi s6z konusudur. Bu ara
iirtin bilesenleri mikroorganizmalar iizerine toksik etkiye sahip olabilirler ve bu nedenle
degredasyon olumsuz yonde etkilenebilir. Degredasyonun tamamlanmasi i¢in bu ara
driinlerin ortamdan uzaklastirilmast gereklidir. Karigik mikrobiyel kiiltiirler bu tiir
bilesenleri asimile edebilecek farkli mikroorganizma tiplerini icermektedir. Bu nedenle

karisik mikrobiyel kiiltiir ile degredasyon isleminin gergeklestirilmesi saf kiiltiir
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kullanilarak ger¢eklestirilmesinden daha etkin olabilmektedir (Nzila 2013).

Bu calismada karigtk mikrobiyel kiltiirler kullanilmistir. En  yliksek kirletici
degredasyon kapasitesine sahip olan karisik mikrobiyel kiiltiiriin BW olmasinin sebebi
ise  biiyiik ihtimalle karisik  kiiltirdeki mikroorganizma  gesitliligidir. Bu
mikroorganizma  ¢esitliligi  kirletici  degredasyonu  sirasinda  olugan  ve
mikroorganizmalar {izerinde toksik etki yapan ara maddelere ragmen degredasyonun

devam etmesini saglamistir.

Kirletici giderim mekanizmalarini en ¢ok etkileyen parametrelerden birisi de ortam pH
degeridir. Yapilan arastirmalar neticesinde bu parameter ile ilgili kisitl sayida ¢alisma
oldugu tespit edilmis, bu agidan tez galismasinin farki ortaya konulmustur. Caligmada
elde edilen verilere gore BW karistk mikrobiyel kiiltiirii, pH 6-8 arasindaki
degismelerden etkilenmemistir. Mikroorganizmalar test edilecek pH diizeylerinde (pH:
6, 7 ve 8) ortama uygulanan fenol (39.1 mg/L) ve 4-KF (6.1 mg/L)’{in tiimiinii degrede
edebilmistir. pH 7’de fenol degredasyonu diizeyi pH 6 ve 8’¢ gore biraz diisiik
saptanmistir (%98.6). pH degerinin 8 oldugu ortamda, elde edilen en yiiksek
degredasyon (%100) ve en yiiksek mikrobiyel biiyiime orani (ODggo: 0.9) ile en verimli
kirletici giderimi yapildigi saptanmistir. Mevcut calismalar da, fenol ve 4-KF
degredasyonunun alkali pH degerlerinde yapildigin1 gostermistir (Silva vd. 2011,
Tobajas 2012).

Basarili1 bir aritim prosesi ortaya koymak icin uygun kirletici konsantrasyonlarinda
calistlmalidir. Kirletici madde olarak 2,4-DKF’iin kullanildigi bir ¢alismada (Uysal
2007), kirletici konsantrasyonlart 5 — 450 mg/L araliginda olacak sekilde denemeler
yapilmis ve maksimum cikilabilinecek kirletici konsantrasyonu 350 mg/L olarak
belirtilmis, daha  yiikksek oranda kirletici  konsantrasyonunun  ortamdaki
mikroorganizmalar iizerine inhibe edici etkisi vurgulanmistir. Fenol ve 4-KF’ iin
kirletici madde olarak kullanildig1 benzer bir calismada (Tobajas 2012) maksimum
fenol konsantrasyonu 240 mg/L fenol olarak belirtilmistir. Tez ¢alismasinda ise 88.2 —
367.6 mg/L arasinda degisen fenol ile sabit 4-KF konsantrasyonlarinda caligsmalar

yapilmis ve BW karisik mikrobiyel kiiltiirtinde 164.4 mg/L fenol konsanrasyonuna
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kadar fenol ve 4-KF gideriminin olumsuz etkilenmedigi belirlenmistir.

Karsik BW mikrobiyel kiiltliriiniin kometabolik yolla test edilen kirleticileri
degredasyonununda, 4-KF tek basina iken inkiibasyon siiresinin 144. saatinin sonunda
degrede olmazken, fenol ve 4-KF beraber kullanildiklarinda ayni inkiibasyon siiresi

sonunda hizli bir kometabolik giderim oldugu gbzlenmistir.

Ortamda tek kirletici bulundugunda BW karisik kiiltiiriindeki maksimum spesifik fenol
giderim degerleri ile ortamda her iki kirletici (fenol ve 4-KF) bir arada oldugunda BW
karigik kiiltiirindeki maksimum spesifik fenol giderim degerleri karsilastirilmistir.
Fenol ve 4-KF’ {n birlikte bulundugu ortamdaki kirletici konsantrasyonunun
(Maksimum: 367.6 mg/L fenol) fenoliin tek kirletici olarak bulundugu ortamlardaki,
Kirletici konsantrasyonundan (Maksimum: 391.0 mg/L fenol); diisiik olmasina ragmen,
her iki kirleticinin birlikte bulundugu ortamlarda elde edilen qn, degerleri tek kirleticinin
bulundugu ortamlardaki qn degerlerinden daha az oldugu belirlenmistir. Fenol
besiyerinde tek basina oldugunda mikrobiyel gelisme icin gerekli lag faz, fenol ve 4-
KF’tin ikili oldugundaki mikrobiyel gelismedeki lag fazdan daha kisadir. BW karigik
kiiltiiriindeki  mikroorganizmalarin; fenolii daha kolay degrede edebildigi ve 4-KF

degredasyonundansa, fenol degredasyonuna daha yatkin oldugu belirlenmistir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda 4-KF’lin mikrobiyel biiylime tizerine toksik etkileri
oldugu gozlenmistir (Loh ve Wang 1998, Tobajas 2012). Tobajas (2012)’in yapmis
oldugu calismalarda 4-KF’iin fenol igermeyen ortamlarda kismi degredasyona ugradigi
gosterilmistir. Bununla beraber mevcut ¢alismamizda bu etki gézlenmemistir. Bizim
calismamizda 4-KF, tam bir kometabolizma i¢in fenole primer substrat olarak ihtiyac
duymustur. Bu sonuclar, BW karisik mikrobiyel kiiltiirtin her iki kirletici bir arada

oldugu anda kometabolik yolla 4-KF giderimi yaptigin1 gostermistir.

Literatiirdeki mevcut calismalarda glukoz kullaniminin kometabolik degredasyonu
hizlandirdig1 gériilmiistiir. Yuancai vd.(2016)’nin yapmis oldugu c¢alismada ortama 24
mg/L glukoz eklenmis ve ortama glikoz eklenmesinin biyolojik bozunma hizini artirdigi

belirtilmistir. Daha once yapilan caligmalar glukoz gibi kolay biiyiime saglayan
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substratlarin ortamda bulunmasiyla 4-KF’{in daha hizli degrede oldugunu gdstermistir
(Tarighan vd. 2003). Bu c¢alismada mikrobiyel kiiltliriin gelismesine destek olmasi
amaciyla seker isleme atig1 olan melas kullanilmistir. Bikrobiyel kiitleyi artirmak igin
glukoz yerine melas tercih edilmesinin sebebi; melasin da atik bir madde olmasidir.
Ortama karbon kaynagi olarak melas eklenmesi mikrobiyel biiylime {izerine pozitif
etkide bulunmustur. Daha sonrasinda fenol ve 4-KF birlikte degrede edilebilmistir.
Boylece kirletici giderimi hizlanmistir. Ancak her ne kadar glukoz mikrobiyel gelismeyi
desteklesede bazen kometabolik degredasyona olumsuz etki yapabilir. Lob ve Tar
(2000) tarafindan yapilan ¢alismada, ortama fenoliin yan1 sira 1g/L’ den daha az glukoz
ilave edildiginde, glukozun fenoliin parcalanmasina yardimci oldugu, glukoz derisimi
arttirlldiginda ise, mikroorganizma miktarindaki artisa ragmen fenol dedredasyonunun
azaldigr belirtilmistir. Yapilan tez c¢alismasinda da, ortamdaki melas varliginin
artirllmas1 sonucunda; karisik kiltiirlerdeki mikroorganizma miktarinin arttigi ama,
pargalanmasi hedeflenen karbon kaynagimin kullanimimi engelledigi belirlenmistir. Bu

sonuclar dogrultusunda melas besiyerine %1 (v/v) olacak sekilde eklenmistir.

Biyoremediasyon siireclerinde farkli kirleticilerin bir arada bulundugu kirli sularda
biyolojik aritim yapabilen mikroorganizmalarin varlig1 biiylik 6nem tagimaktadir. Tez
calismasinda ortama uygulanan iki farkli kirleticinin %100 mineralizasyonu BW karisik

mikrobiyel kiiltiiriin kometabolizmasi ile gergeklestirilmistir.

Elde ettigimiz karisik mikrobiyel kiiltiiriin kometabolizma yoluyla farkli kirleticileri
birlikte giderebilecegini ve biyolojik aritim siire¢lerinde kullanim potansiyeline sahip

mikroorganizmalar igerdigini gostermektedir.

Sonug¢ olarak bu c¢alisma ile atiksularin icerisinde bir arada bulunan bir ¢ok toksik
maddenin kometabolik yolla degrede edilebilecegi gosterilmis ve bu mekanizmanin
kinetigi hakkinda literatiire katki saglanmistir. Tez calismasi1 daha sonra bu alanda

yapilabilecek ileri ¢calismalara 151k tutmaktadir.
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