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Dezenfektan aktif maddeleri kentsel ve endiistriyel atiksularda olduk¢a
stk rastlanan kirleticilerdir. Bu kirleticilerin biyolojik sistemlerde
giderimi olduk¢a zordur. Yiizeysel sularda da sik¢a karsilasilan bu
kirleticiler hem dogal hayati hem de insan saghgini tehdit etmektedir.
Bu ¢alismanin amaci, atiksuda en ¢ok karsilasilan kirleticilerden biri
olan benzalkonyum kloriirlerin (BAK’ler) biyolojik sistemlerde en
verimli sekilde giderimini saglayacak kosullarin belirlenmesidir. Bu
amagla, atiksudan izole edilmis BAK gideren bir bakteri olan
Pseudomanas  sp. BIOMIGY'in  farkh kosullarda BAK
biyotransformasyon kinetigi belirlenmistir. Elde edilen veriler ve
Michaelis-Menten modeli kullanilarak, bu mikroorganizmanin BAK
biotransformasyon kinetigi parametreleri hesaplanmis ve uygulanan
kosullarin kinetige etkisi belirlenmistir. BIOMIG1, BAK'leri 1.4 mg/L-
saat hizinda giderebilmekte ve bu kirleticileri amonyak ve karbon
dioksite doniistiirmektedir. Mililitrede ytiz bin adet bakteri yogunlugu
gibi diisiik bakteri yogunluklarinda bile BAK gecikmeli de olsa yiiksek
hizda giderilebilmektedir. BAK homologlarinin biyotransformasyon hizi
karsilastirildiginda, 14 karbon alkil zincir uzunluguna sahip BAK en
hizli, 16 karbonlu BAK ise en yavas biyotransformasyon hizina sahiptir.
BAK giderim hizinin en ytiksek oldugu sicaklik 35°, bu sicaklik tistiindeki
sicakliklarda  BIOMIG1 yasayamamaktadir. Dolayistyla  yiiksek
sicakliklarda BAK parcalanmast ya benzildimetilamin birikmesiyle
sonlanmis ya da hi¢ gerceklesmemistir. Bu ¢alismanin sonuglari,
ozellikle BAK gibi mikrokirleticilerin arittimint hedefleyen ileri aritma
sistemlerinin tasarlanmasi ve isletilmesinde faydali olacaktir.

Anahtar kelimeler: Benzalkonyum kloriir, Biyodéniisiim, Kinetik,
Modelleme, Pseudomonas sp. BIOMIG1.

Abstract

Active ingredients of disinfectants are very common pollutants in urban
and industrial wastewater. Removal of these contaminants is very
difficult in biological treatment systems. As a result; these pollutants,
which are also frequently detected in surface waters, threaten both
nature and human health. The objective of this study is to determine the
optimum conditions that will provide the most efficient removal of
benzalkonium chlorides (BACs), a common contaminant, in biological
treatment systems. For this purpose, BAC biotransformation kinetics
were determined under different conditions using Pseudomanas sp.
BIOMIG1, a bacterium that is the key BAC degrader in the environment.
Using the data collected and the Michaelis-Menten growth model, BAC
biotransformation kinetic parameters were calculated and the effect of
the applied conditions on kinetics was determined. BIOMIG1 can
transform BACs at a rate of 1.4 mg/L-hour and converts these pollutants
into ammonia and carbon dioxide. BAC mineralization can be achieved
even at low bacterial densities such as 100000 cells/mL after a short
delay. When biotransformation rate of BAC homologs was compared,
BAC with 14 carbon alkyl chain length had the fastest and BAC with 16
carbons had the slowest rate of biotransformation. The temperature at
which the BAC biotransformation rate was the highest was 35 degrees.
BAC was converted to benzyldimethylamine at all temperatures above
35 degrees since BIOMIG1 does not survive above this temperature. The
outcomes presented in this study would be used for the design and
operation of advanced treatment systems targetting the removal of
micropollutants like BACs.

Keywords: Benzalkonium chloride, Biotransformation, Kinetics,
Modeling, Pseudomonas sp. BIOMIG1

1 Giris
Benzalkonyum Klortirler (BAK’ler) ddérdiinciil ammonyum
bilesikleri (DAB’ler) grubuna dahil antimikrobiyel biyositlerdir.
Gerek endiistride gerekse giindelik hayatimizda kullandigimiz
temizlik malzemeleri iginde dezenfektan aktif maddesi olarak
yer alan bu kimyasallar, klinik uygulamalarda da siklikla tercih
edilmektedirler [1]. Dolayisiyla BAK'ler, evsel atiksularda en
¢ok bulunan Kkirleticilerdendir; konsantrasyonlar1 20 ila
300 pg/L arasinda degismektedir [2],[3]. Bununla birlikte
hastane ve mezbaha atiksuyunda BAK konsantrasyonunun 10
mg/L’ye kadar ¢iktig1 tespit edilmistir [2],[4]. BAK'ler atiksuya
karistiktan sonra ya dogrudan veya atiksu aritma tesislerinden
gecerek alict ortama salinmaktadirlar. BAK'lerin bu
ortamlardaki bakterilerle diisiik dozlardaki temasi, direncli
bakterilerin secilimine ve direncli hale gelmelerine sebep
olmaktadir [5]. Bu hadiseye literatiirde “antimikrobiyel
direnci” denmektedir. Antimikrobiyel direnci giiniimiizde

kamu saghigini tehdit eden unsurlarin basinda gelmektedir
[6LI7].

BAK’lerin hem alict ortamlardaki hem de atiksu aritma
tesislerindeki akibetini etkileyen en o6nemli mekanizma
biyotransformasyondur. Son zamanlarda yapilan kapsamh
calismalarda; BAK'lerin genelde Pseudomonas tiirii 06zel
mikroorganizmalarca benzildimetilamine (BDMA)
doniistiiriilerek biyosit 6zelligini kaybettigi, sonrasinda olusan
alkanoik asit ve aminlerin; amonyak ve karbon dioksite
donistirildigia belirlenmistir (Sekil 1), [8]. BAK'lerin N-
dealkilasyon reaksiyonu ile BDMA’ya doniisiimii enzimatik bir
reaksiyon olup, oxyBAC denilen Rieske tipi bir monooksijenaz
ile gergeklestirilmektedir [9]. BAK ve diger DAB'ler ilizerinde
yapilan biyotransformasyon g¢alismalarinda, oxyBAC denen
enzimden sorumlu genin c¢ogunlukla Pseudomonas cinsi
bakterilerde oldugu belirlenmistir [10].
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Sekil 1: Pseudomonas sp. BIOMIG1 tarafindan aerobik kosullar
altinda gergeklestirilen BAK biyotransformasyon yolaki
(n: Alkil zincirindeki karbon sayisi) [9].

BAK gibi dezenfektan aktif maddelerinin sebep oldugu
antimikrobiyel direncinin giinlimiizde insan saghgini tehdit
eden etmenlerin basinda geldigi mutlaktir [11]. Su asamada,
biyotransformasyon BAK'lerin bertarafin1 saglayacak bir
mekanizmadir. Dolayisiyla biyolojik aritim BAK’lerin atiksudan
gideriminde kullanilacak ve bu tir bilesiklerin cevreye
salinimini engelleyecek en etkin ve nihai yontem olarak
goriilmektedir. Ne yazik ki BAKlerin bu sistemlerdeki
akibetleri tam olarak bilinmemektedir. Literatiirde DAB’lerin
biolojik sistemlerdeki giderimlerinin %0 ila %100 arasinda
degistigi belirtilmistir. Rapor edilen genis giderim araligi, bu
kimyasallarin biyotransformasyonunda cesitli faktorlerin ayri
ayr1 veya beraber rol oynadigini géstermektedir [12]. Keza ayni
sekilde BAK'lerin biyotransformasyonunda da,
mikroorganizmalarin ortamdaki miktari, sicaklik,
organik/inorganik yiizeylere adsorbsyon gibi pek ¢ok faktor rol
oynamaktadir [13]. Bu ¢alismanin amaci da; BAK’leri BDMA’ya
doniistiiren ve giderimini saglayan bir enzim olan oxyBACh
bulunduran ve yerel bir aktif camur tankindan alinan érnekten
izole edilmis Pseudomonas sp. BIOMIG1 kullanilarak cesitli
biyolojik, fiziksel  ve kimyasal faktorlerin BAK
biyotransformasyonuna etkisini degerlendirmek ve optimum
BAK giderim kosullarini belirlemektir.

2 Aracglar ve yontemler

2.1 Kimyasallar

Bu calismada kullanilan BAK karisimi Lonza Kimya S$ti.’ten
(Basel, isvigre) alimmistir. Bu karisimdaki BAK'ler ve oranlari
soyledir (Kisaltma, molekiiler formiilii ve agirhigi): %40 dodesil
benzil dimetil amonyum Kkloriir (C12BDMAK, C21H3sNCl, 340
g/mol), %50 tetradesil benzil dimetil amonyum Kloriir
(C14BDMAK, C23H42NCl, 368 g/mol) ve %10 hekzadesil benzil
dimetil amonyum kloriir (C16BDMAK, C25H46NCl, 396 g/mol).

Yukarida adi gegen her bir BAK ayrica ayr1 ayr ve yiiksek
saflikta TCI Kimya Sti.'ten (Tokyo, Japonya) temin edilmistir.
Deneylerde ve enstrumental analizlerde kullanilan mineral
tuzlar ve organik coziciiler yliksek saflikta Merck veya
Sigma-Aldrich Kimya Sti.’lerinden alinmustir.

2.2  Mikroorganizma Kiiltiirii

Bu calismada kullanilan Pseudomonas sp. BIOMIG1, Istanbul
Pasakdy Ileri Atiksu Aritma Tesisi aktif camur tankindan alinan
ornekten secici kiltiirleme yontemiyle izole edilmistir.
BIOMIG1, Luria Bertani (LB) besiyeri icerisinde 22 oC sicaklikta
0.69 saat!’lik bir hizla biiytimektedir. Bu biiytime hizina karsilik
gelen boliinme siiresi ise 1 sa. olarak hesaplanmistir. BIOMIG1,
1024 mg/L BAK ve izerinde inhibisyona ugramadan
biiyliyebilmektedir. Bu sus genomik olarak yine aymi atiksu
aritma tesisinin giris suyundan izole edilen susa %100
benzemektedir (GenBank erisim no: KU175168).

2.3 BAKbiyotransformasyon kinetiginin belirlenmesi

BAK biyotranformasyon kinetigi deneyleri, 250-mL’lik
Erlenmeyer‘lerde yapilmistir. BIOMIG1, 50 mg/L BAK iceren
5 mL LB’de bir gin biyitilmistir. Hazirlanan bakteri
kiiltiirtiniin 3 mL’si, 10.000 g ivme ile santrifiij edilip, hiicre
cokeltisi 1.5 mL tuz besiyeri icerisinde homojenize edilmistir.
Bu hiicre ¢ozeltisi, Erlenmeyer icerisinde 50 mg/L BAK ihtiva
eden 98.5 mL tuz besiyerine geg¢irilmistir. Bu muamele
sonucunda Erlenmeyerler icerisinde elde edilen hiicre
konsantrasyonu 108 CFU/mL’dir. Her Erlenmeyer, yoriingesel
calkalayic1 tizerinde 130 rpm calkalama devrinde bir giin
bekletildikten sonra, igerisinde istenilen konsantrasyonda BAK
olacak sekilde tekrar beslenmistir. ikinci besleme sonrasinda,
her 30 dakika’da bir 6rnek alinip sivi kromatografisinde BAK ve
biyotransformayon iriinleri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen zamana
bagli BAK konsantrasyonu verisi kullanilarak, BAK par¢alama
kinetigi sabitleri Berkeley-Madonna yazilimi ile hesaplanmistir.
Bu yontem farkli sicakliklar ve hiicre konsantrasyonlarinda
tekrarlanmistir. Her bir deney icin icerisinde BIOMIG1
bulunmayan Erlenmeyerler kontrol reaktorleri olarak
kullanilmistir. Test reaktorlerine yapilan her muamele, kontrol
reaktorlerine de uygulanmistir.

2.4 Analitik metotlar

Bu ¢alismada BAK'ler ve biyotransformasyon yan tiriinlerinin
analizlerinde, diyot array detektorii ile donaniml Agilent 1260
Serisi (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) yliksek
performansh sivi kromotografi tinitesi (HPLC) kullanilmistir.
Analizlerde Phenomenex Luna SCX kolon (250 x 4.6 mm, 5u)
(Phenomenex, Inc., Torrance, CA) ve buna ardisik bagl Polaris
C18A kolon (50x4.6 mm, 3.2 p) (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA) kullanilmistir. Kolonlar 35 °C’de tutulmaktadir.
Olgiimlerde mobil faz olarak %40 50 mM fosfat tamponu ile
%60 asetonitrilden olusan karisim kullanilmistir. Bu karisim
kolonlardan 1 mL/dk. akis hizinda gecirilmistir. Her bir
bilesigin alinan 6rnekler igerisindeki konsantrasyonu o bilesik
icin belirli derisim araliginda hazirlanan kalibrasyon egrisi ve
210 nm dalga boyunda elde edilen absorbans tepesinin
altindaki alan kullanilarak tayin edilmistir.

3 Bulgular ve tartisma

3.1 BAKbiyotransformasyon kinetigi ve modellenmesi

BIOMIG1’in BAK pargalama profili 5, 10 ve 25 mg/L toplam BAK
konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Test edilen toplam BAK
konsantrasyonlarinda kiiltiire eklenen BAK karisimindaki
C12BDMAK ve C14BDMAK’nin molar konsantrasyonlari yaklasik
5 10 ve 30 pMdir. Uygulanan 5 pM baslangig
konsantrasyonunda BIOMIG1, C12BDMAK'yi yaklasik 5 saat
C14BDMAK'yi ise yaklasik 4 saat icerisinde tiiketmistir (Sekil 2A
ve B). Uygulanan baslangi¢ derisimi arttikca bu silire de
artmistir, 6rnegin 10 ve 30 puM konsantrasyonda C12BDMAK 6
ve 9 saat C14BDMAK ise 5 ve 8 sa. icerisinde tamamen
tlikenmistir (Sekil 2A ve B). Buna karsin kontrol reaktdrlerinde
BAK biyotransformasyonu gozlenmemistir.

Ciz ve C14BDMAK'nin giderim profilleri Michaelis-Menten
bliylime modeli (Denklem 1) kullanilarak simiile edilmis ve
eldeki deneysel verilere egri uydurma yontemi kullanilarak
BAK biyotransformasyon kinetigi parametreleri
hesaplanmistir [14]. Bu ¢alismadaki egri uydurma ve
parametre tahminleri Berkeley-Madonna yazilimi yardimiyla
Runge-Kutta 4 integrasyon metodu ve hata azaltma ydntemi
kullanilarak yapilmistir.
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d[BAK] _ k x [BAK]
dt  Kgax % [BAK]

(1)

Denklem 1’de [BAK]: BAK konsantrasyonu (uM), t: Zaman
(saat), k: goriinen BAK biyotransformasyon hiz sabiti (uM/saat)
ve Kgax: yar1 doygunluk sabitidir (uM).
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Sekil 2: BIOMIG1 susunun (A) C12BDMAK ve (B) C14BDMAK'yi
5,10 ve 30 uM baslangi¢ konsantrasyonunda giderim profili
(22 oC sicaklikta, hata barlar1 ortalama # bir standart sapmay1
gosterir, n = 3)

BAK biyotransformasyon kinetigi, secilen model ve uygulanan
yontemle basarili sekilde simiile edilmistir (r2>0.98)
(Sekil 2A ve B). Egri uydurma islemi sonucunda Ciz ve
C14BDMAK icin hesaplanan Kgak degerleri sirasiyla 0.02+0.01
uM ve 1.13+0.33 pM’dir. Buna gore oxyBAC enziminin
C12BDMAK’yi giderme egilimi daha fazladir. Zhang ve dig.
(2011) C14BDMAK agirlikli bir BAK karisimini besledikleri aktif
camur ile yaptiklar1 deneyde bu mikrobiyal topluluk i¢in BAK
Kpak degerini 1.7 pM olarak rapor etmistir [13]. Dolayisi ile o
calismada elde edilen deger ile bizim buldugumuz deger
ortiismektedir.

Bulunan Kpax degerleri sabit tutularak Ci2 ve C14BDMAK igin
hesaplanan k degerleri 5, 10 ve 30 uM baslangic
konsantrasyonlar1 i¢in sirasiyla soyledir: 1.34, 2.77 ve
3.34 puM/sa. ve 2.58, 3.00 ve 3.86 pM/sa. goriildiigii gibi her iki
BAK icin biyotransformasyon hizlar1 konsantrasyon ile
artmaktadir. Bunun yaninda, C14BDMAK'nin par¢alanma hizi
her konsantrasyonda Ci2BDMAK’den fazladir. BIOMIG1
C12BDMAK’yi bagil olarak daha fazla tercih etmesine ragmen
C14BDMAK'yi daha hizli giderilmektedir. Tezel ve dig. (2012)
sedimandan gelistirilmis BAK gideren Pseudomonas baskin bir

mikrobiyal toplulukta C14BDMAK parc¢alanma hiz sabitini 130
UM konsantrasyonda 6.9 pM/saat olarak bulmustur ([8].
Tezel ve dig. (2012) tarafinda rapor edilen bu deger, calismada
test edilen konsantrasyon g6z Ontine alinirsa, bizim
buldugumuz hiz sabitleri ile uyum gostermektedir.

Bu deneye ek olarak, BIOMIG1’in BAK parcalama kapasitesi 100
(0.3 mM), 1000 (3 mM) ve 10.000 mg/L (30 mM) toplam BAK
konsantrasyonlarinda da denenmistir. BIOMIG1 Ci2 ve
C1sBDMAK’yi 100 ve 1000 mg/L toplam baslangi¢
konsantrasyonlarinda tamamen tiketebilirken,
10.000 mg/L’'de her hangi bir giderim faaliyeti
gozlemlenmemistir. BIOMIG1’in MiK’si 1024 mg/L oldugu icin,
sus 10.000 mg/L konsantrasyonda inhibe olmustur. Buna
karsin BIOMIG1, 1000 mg/L gibi MIK konsantrasyonuna yakin
bir konsantrasyonda BAK'leri parcalayabilmektedir. Bu
konsantrasyonda BIOMIG1, Ciz ve Ci14BDMAK'yi 20 giin
icerisinde tamamen tiiketmistir (Sekil 3). Bu siire icerisinde 7.
giinden itibaren BDMA'nin biriktigi ve BAK'ler biter bitmez
onun da giderilmeye basladigi gozlemlenmistir. Diger
deneylerde test edilen diisiik BAK konsantrasyonlarinda bdyle
bir durum ile karsilasilmamistir. BDMA, BAK parcalanma
yolakindaki ilk yan tirtindiir [8]. BIOMIG1, BDMA’y1 BAK'lere
gore daha hizh parcalayabilmektedir [9]. Buna karsin BDMA’y1
gideren enzim oxyBACtan farkli bir enzimdir. Dolayisiyla,
inkiibasyon sirasinda Erlenmeyerler icerisinde gecici olarak
BDMA'in tespit edilmesi, BDMA doniistiiren enzimin BAK'ler
tarafindan inhibe edildiginin bir gdstergesi olabilir.

1000 mg/L toplam BAK konsantrasyonunda Ciz ve C14aBDMAK
parcalanma hiz1 sabitleri 4.24 ve 4.00 pM/sa. olarak
hesaplanmistir. Bu verileride gézoniine alarak maksimum BAK
parg¢alama hizinin her iki BAK i¢in yaklasik 4 uM/saat'tir.

1800 ® C_BDMAK
S 1600%, v  C,BDMAK
= 1400 \ <& BDMA
z oV
O 12007 ——  Model
%]
2 1000 |
= 800 |
Z 600
2 00
g i
S 200}

0

0 5 10 15 20 25 30

ZAMAN (Giin)

Sekil 3: BIOMIG1 susunun 1000 mg/L toplam BAK
konsantrasyonunda C12BDMAK ve C14BDMAK’y1 giderme ve
BDMA olusturma profili (22 oC sicaklikta).

3.2 BAK molekiiler yapisinin etKisi

BAK'lerin molekiiler yapisinin biyotransformasyona etkisi,
Ci2, Cisa veya Ci16BDMAK ile ayr1 ayrn hazirlanan
Erlenmeyerlerde 12 pM baslangic konsantrasyonu, 108
CFU/mL hiicre yogunlugu ve 22 oC sicaklikta test edilmistir.
BIOMIG1 C12 ve C14BDMAK’yi yaklasik 5 sa. igerisinde tamamen
tiketmigtir (Sekil 4A ve B). Buna karsin CisBDMAK ise
10 sa’lik  inkiibasyon siiresi igerisinde tamamen
tiikkenmemistir. Bu bilesigin yaklasitk 15 sa. igerisinde
tiikkenecegi kullanilan model yardimiyla tahmin edilmistir
(Sekil 4). Eldeki veriler ve model kullanilarak yapilan egri
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uydurma islemi sonucunda Ciz, Ci4 ve CisBDMAK'nin
parcalanma hiz sabitleri sirasiyla 3.09, 3.17 ve 1.12 uM/saat 'tir.
Bu bulgular goéz oniine alindiginda Ciz ve C14BDMAK’'nin
neredeyse ayni hizda, C1sBDMAK'nin ise bu ikisinden 3 kat daha
yavas giderildigi sdylenebilir. van Ginkel ve Kolvenbach (1991)
yaptiklari calismada BAK’lerin alkil carbon zinciri uzunlugunun
arttik¢a daha zor parcalandiklarini belirtmislerdir [15]. Bunun
nedenini adsorpsiyonla iliskilendirip, daha hidrofobik olan
uzun karbon zincirli BAK'lerin daha az biyoerisilebilir olduguy,
dolayisiyla daha zor giderildigi seklinde agiklamislardir.
Bununla beraber deney siiresince kontrol reaktdrlerinde BAK
giderimi gozlemlenmemistir.

14 -
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Sekil 4: BIOMIG1 susunun 12 pM baslangi¢
konsantrasyonunda (A) C12BDMAK, (B) C14BDMAK ve (C)
C16BDMAK’y1 par¢alama profili (22 °C sicaklikta).

3.3 Mikroorganizma yogunlugunun etkisi

Bu <calismada yapilan tiim deneylerde kullanilan
mikroorganizma yogunlugu 108 CFU/mL’dir. Bunun altindaki
mikroorganizma yogunluklarinda BAK biyotransformasyon
kinetiginin nasil etkilenecegi, baslangictaki miktar 2’den
(5107 CFU/mL) 1000 (105 CFU/mL) kata kadar seyreltilerek
test edilmistir.

Her seyreltmede hem Ciz hem de Ci14BDMAK
biyotransformasyonu belirli bir gecikme evresinden sonra
baslayabilmistir (Sekil 5). Bu gecikme evresi 2 seyreltme
faktorii uygulandiginda 2 sa. iken 100 ve 1000 seyreltme
faktorlerinde C12BDMAK i¢in 25 ve 30 (Sekil 5A), C14BDMAK
icin ise 20 ve 45 sa.’e kadar ¢ikmistir (Sekil 5B). Seyreltmenin
bir diger etkisi de BAK parcalanma hizlarinda goriilen
azalmadir: Uygulanan BAK konsantrasyonunda, seyreltme
olmadan elde edilen BAK biyotransformasyon hizi sabiti
C12BDMAK igin 3.34 pM/sa. iken, 10 seyreltme faktoriinde bu
deger 1pM/sa’e kadar diismiis ve bunun {stiindeki
seyreltmelerde bu hiz degismemistir. Ayni sekilde, C1aBDMAK
parcalama hiz1 108 CFU/mL mikroorganizma yogunlugunda
3.86 uM/saat iken 10 seyreltme faktoéri uygulandiginda
(107 CFU/mL) hiz sabiti 1.55 pM/saat’e kadar diismiis ve bunun
tistiindeki seyreltmelerde bu hiz degismemistir.

Seyreltme deneyleri sirsinda yapilan gézlemler sonucunda BAK
gideriminin gecikme olmadan, en yiiksek hizda gerceklesmesi

icin gereken esik mikroorganizma yogunlugunun 108 CFU/mL
oldugu anlagilmistir. Bu yogunlugun altinda hem BAK
biyotransformasyonunun baglamasinda bir gecikme hem de
hizinda bir azalma rapor edilmistir. Bu gézlemlere dayanarak,
seyreltme uygulandiginda gorillen gecikme  siireleri
Denklem 1’e carpan olarak eklenen zamana bagh degisen bir
seyreltme katsayisi (D) ile simule edilmistir (Denklem 2) [14].
Bu katsay1 enzim sentezlenme hizi ile artmakta ve 1’e
ulastiginda, yani esik mikroorganizma sayisina esitlendiginde,
BAK giderimini baslatmaktadir.

(A)
Seyreltme Oranl
1:1
1:2
15
1:10
1:100
1:1000

ocgodQdoe

0]

KONSATRASYON (uM)

1 " 1 " " 1 " £ " "
30 40 50 60 70 80 90
ZAMAN (Saat)

2

Sekil 5: BIOMIG1 susunun 30 pM baslangi¢ konsantrasyonu ve
1:1-1:1000 (ca 108 -105 CFU/mL) seyreltme oranlarinda (A)
C12BDMAK ve (B) C14BDMAK pargalama profili
(22 oC sicaklikta).

dD

dtr =D X kenzim (2)
Denklem 2’de D: mikroorganizma seyreltme katsayisi
(birimsiz, D<1) ve Kenzim: enzim sentezlenme hizi'dir (saat1).
D katsayisi ¢arpan olarak kullanilarak degistirilen Denklem 1
seyreltmenin Ciz ve C14aBDMAK biyotransformasyonuna
etkisini, 0Ozellikle gecikme evresinin uzunlugunu, basarili
sekilde simule edebilmistir (Sekil 5). Egri uydurma islemiyle
hesaplanan ortalama enzim sentezleme hiz1 0.62+0.47 saat'!
(n=10) olarak hesaplanmistir. Bu deger BIOMIG1 igin
hesaplanan  biiylime hizi  degerine  yakindir  [9].
Mikroorganizmalar biiytime sirasinda tim enzimlerinin birer
kopyasini tireterek bélintirler, bu nedenle iki ayr1 deney
sonucunda elde edilen enzim sentezlenme ile biiylime
hizlarinin birbirine yakin olmasi beklenilen bir sonugctur.

3.4 Sicaklik etKisi

Sicakligin BAK biyotransformasyonu tizerindeki etkisi 5, 15, 22,
35, 45 ve 50 oC'de yapilan deneylerle belirlenmistir. Bu
deneyler sonucunda elde edilen hiz sabitleri C12 ve C14 BDMAK
icin sirasiyla soyledir: 0.10, 0.68, 1.77, 4.41, 2.81 ve 0.00
uM/saat; 0.22, 1.21, 3.00, 6.07, 4.97 ve 0.00 uM/sa. Goruldigiu
gibi her iki BAK i¢in parcalanma hizlar1 5 °C'ten 35 °C’ye kadar
artmistir (Sekil 6). Buna karsin, pargalanma 45 °C’de 35 °C'ten
daha yavas gergeklesmistir 50 °Cde ise BAK
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biyotransformasyonu gézlenmemistir. Kontrol reaktorlerinde
BAK konsantrasyonu test edilen hi¢ bir sicaklikta
degismemistir.

ol A [ e ®
07 o C,,BDMAK
g} v c,BDMAK

—— Model

BiYODONUSUM HIZI (uM/saat)

0O 10 20 30 40 50 O 10 20 30 40 50
SICAKLIK (°C)

Sekil 6: BIOMIG1 susunun (A) Ci2BDMAK ve (B) C14BDMAK"1
12 pM baslangi¢ konsantrasyonunda giderim hizinin 5-50 °C
arasinda degisim profili

Bu veriler kullanilarak sicakligin BAK biyotransformasyonu
tizerindeki etkisi enzim aktivasyonu ve deaktivasyonunu
dikkate alan Arrhenius denklemi kullanilarak simule edilmistir
(Denklem 3) [16].

prean |

=—— 3)
1+exp[%+ﬁ—1;

Denklem 3’te, k: goriinen BAK biyotransformasyonu hiz sabiti
(uM/saat); f: biyotransformasyon orantiilik faktori
(uM/saatK); T: salt sicaklik (K); Ea: aktivasyon enerjisi
(kcal/mol), R: Gaz sabiti (1.987 x 10-3 kcal/mol-K); AS: Enzim
deaktivasyonunun entropi degisimi (kcal/mol-K) ve AH: enzim
deaktivasyonunun entalpi degisimidir (kcal/mol).
Denklem 3’teki parametreler bu denklemin 12 pM derisimde
5’ten 50 oC’ ye kadar elde edilmis BAK biyotransformasyon
hizlarina lineer olmayan regresyonu ile hesaplanmistir
(Sekil 6). C12BDMAK ve C14BDMAK icin elde edilen regresyon
katsayillar1  (R%?) sirasiyla 098 ve 0.94°tir. BAK
biyotransformasyonunun sicakliga bagh degisimini betimleyen
parametreler C12BDMAK i¢in: $=7.3x107 uM/saat-K; Ea=12.3
kcal/mol; AS=0.63 kcal/mol-K; AH=200 kcal/mol, C14BDMAK
icin ise: $=4.8 x 108 uM/sa.-K; Ea=13.3 kcal/mol; AS=0.53
kcal/mol-K; AH=167 kcal/mol bulunmustur. Bu degerlerin her
iki BAK i¢inde birbirine ¢ok yakin olmasi bu BAK'lerin sadece
oxyBAC tarafindan pargalandiginin bir gostergesidir. Bu
bulgular dogrultusunda, oxyBAC enzimin optimum sicakliginin
yaklasik 42 oC oldugu sdylenebilir.

Bunlara ek olarak degisik sicakliklarda yapilan BAK
biyotransformasyon deneylerinde ilging bir gézlem yapilmistir:
45 oC gerceklesen BAK biyotransformasyonu sirasinda ortamda
giderilen BAK kadar BDMA biriktigi belirlenmistir (Sekil 7A).
Diger  sicakliklarda gozlenmeyen bu durum BAK
biyotransformasyonunu gercgeklestiren oxyBAC enzimin BDMA
biyotransformasyonunda rol oynamadigl ve bu enzimin daha
yiiksek sicakliklarda da islevini korudugunu gostermistir. Buna
ek olarak BIOMIG1in 45 °C zengin LB besiyerinde
biiyliyememesi (Sekil 7B), fakat ayni sicaklikta BAK ile
indiikklenmis kiltiirin BAK'leri BDMA'ye doniistiirebilmesi
(Sekil 7 A) BAK biyotransformasyonunda rol oynayan enzimin

muhtemelen BIOMIG1’e 6zgii olmadiginin ve baska bir tiir
bakteriden BIOMIG1l'e yatay gen transferiyle gec¢mis
olabileceginin bir gostergesidir. BIOMIG1'in tiim genomunun
incelendigi calismada da oxyBAC geninin integraz gibi mobil
genetik elemanina yakin oldugunun bulunmasi bu sonucu
desteklemektedir [9].

16 E 25
S 1 * E i ®
2 3 20}
= 12 e
) 3 I
5 10 @ C,,BDMAK X 151
< I
s V C,,BDMAK = ol
Z <> BDMA 3
z o)
2 > 05F
@] X
X [ - I
L L ] % 0.0 m)IIII:Q_A_I
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
ZAMAN (Saat)

Sekil 7: BIOMIG1 susunun 45 oC’de (A) 12 uM baslangi¢
konsatrasyonunda C12BDMAK ve C14BDMAK'1 giderme ve
BDMA olusturma ve (B) LB besiyeri igerisinde biiyiime
profilleri (Hata barlar1 ortalama # bir standart sapmay1
gosterir, n = 3).

4 Sonuglar

Yerel bir aritma tesisinin aktif camurundan alinan 6rnekten
izole edilen ve BAK pargalayan Pseudomonas sp. BIOMIG1,
BAK’lere 1024 mg/L konsantrasyona kadar dayaniklidir. Bu
konsantrasyon altinda BAK’leri maksimum 4 pM/saat hizla
giderebilmektedir. BAK biyotransformasyon hizi BAK
konsantrasyonuna bagl olarak degismekte ve Michaelis-
Menten biiylime modelini izlemektedir. 12 ve 14 karbon
uzunlugunda alkil zinciri olan BAK’ler 16 karbonlu BAK’a gore
daha hizhi giderilmektedir. Mikroorganizma yogunlugunun
belirlenen 108 CFU/mL esik degerden az oldugu durumlarda
BAK biyotransformasyonu belirli bir gecikme evresinden sonra
baslayabilmektedir. Bu gecikme evresi azalan mikroorganizma
yogunluguna paralel olarak artmaktadir. Ayrica,
mikroorganizma yogunlugunun esik degerin altinda olmasi
BAK  pargalanma  hizm1 da  azaltmaktadir. BAK
transformasyonunda rol oynayan enzimin optimum faaliyet
sicakligi 42 oC olarak bulunmustur, bu sicaklik iizerinde ve
altindaki sicakliklarda biyotransformasyon hizi azalmaktadir.
Buna karsin BIOMIG1 35 oC’nin iizerinde yagayamamaktadir.
Bu c¢alismada elde edilen sonuglar, biyolojik aritma
sistemlerinde BAK gibi dezenfektanlari parc¢alayip zararsiz hale
getirebilecek  mikroorganizmalarin  bulundugunu fakat
konsantrasyon ve molekiller yapinin, mikroorganizma
yogunlugunun ve sicakligin bu tiir kimyasallarin etkin sekilde
aritilmasinda 6nemli rol oynadigini géstermektedir.
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