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PVA Boncuklara Immobilize Edilmis Rhodococcus Sp. BH4 Quorum
Quenching Bakterisinin Kullanimi ile Membran Biyoreaktorlerde
Membran Biyotikanmasinin Engellenmesi

Birte Kose-Mutlu'?, Tiilay Ergon-Can’, Halil Hasar*?, Chung-Hak Lee”, ismail Koyuncu*”
1 Istanbul Teknik Universitesi, insaat Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Boliimii, Ayazaga, Istanbul, Tiirkiye
2 Prof. Dr. Dincer Topacik Ulusal Membran Teknolojileri Uygulama ve Arastirma Merkezi, ITU Ayazaga

Kampiisii, Bilim ve Teknoloji Park, Istanbul, Tiirkiye
3 Firat Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Béliimii, Elaz1g, Tiirkiye
4 Seul Ulusal Universitesi, Kimya ve Biyoloji Miihendisligi Boliimii, Seul, Giiney Kore
*koyuncu@itu.edu.tr

(Gelis/Received: 30.06.2015;Kabul/Accepted:11.08.2015)

Ozet Membran biyoreaktorler (MBR)’in biyotikanma problemine getirilen ¢éziim onerilerinden en yeni ve en
yenilik¢ilerinden biri olan quorum quenching (QQ) mekanizmasi, bakteriler arasindaki sinyalizasyonun
engellenmesine dayanmaktadir. Bakteriyel quorum quenching mekanizmasi ¢esitli immobilizasyon medyalarinin
kullanilmast ile MBR’lere adapte edilebilmektedir. Bu c¢alismada, bir quorum quenching bakterisi olan
Rhodococcus sp. BH4 bakterisi, biinyesinde Urettigi bir QQ enzimi olan laktonaz enzimini reaktor icersine
salabilmesi admma PVA boncuklara immobilize edilmistir. QQ polivinil alkol (PVA) boncuklar ile
gerceklestirilen 30 giinlik QQ MBR igletimi sonucunda membran biyotikanmasimin kontrol altina alinmas: ile
transmembran basinci artis1 6nemli 6lgiide engellenebilmistir.

Anahtar Kelimeler Evsel Atiksu Aritimi; Membran Biyoreaktor; Biyotikanmanin Engellenmesi; Quorum Sensing; Quorum
Quenching

Control of Membrane Biofouling in MBR By Quorum Quenching Bacteria,
Rhodococcus Sp. BH4, Immobilized in PVA Beads

Abstract Quorum guenching mechanism, which is one of the newest and most innovative solution alternatives
created for membrane biofouling problem in MBR, is based on the prevention of bacterial signalization. The
bacterial quorum quenching mechanism can be adapted to the MBR operations via various immobilization
media. In this study, Rhodococcus sp. BH4, which is a quorum quenching bacteria, was immobilized into the
PVA beads in order to be able to release the lactonase enzyme. It was achieved to prevent the increase in
transmembrane pressure by taking the membrane biofouling under the control during the 30 days QQ MBR
operation.

Keywords Domestic Wastewater Treatment, Membrane Bioreactor; Biofouling Prevention; Quorum Sensing; Quorum
Quenching

teknolojisinin en biiyiikk dezavantaji isletim
1.Giris sirasinda  membranlarin  biyolojik  olarak
tikanmasidir. Membran biyotikanmasinin

Membran biyoreaktor teknolojisi yiiksek
kalitede ¢ikis suyu saglayabilme 6zelligi ile son
yillarda 6zellikle evsel ve endiistriyel atiksularin
aritilmasi1 alaninda dikkat ¢eken bir alternatif
olmustur [1-4]. Membran biyoreaktor teknolojisi
membran teknolojisi ve biyolojik aritma
prosesini kombinleyen bir aritma teknolojisidir
[5-6]. Konvansiyonel aktif ¢amur sistemleri ile
karsilastirildiginda MBR teknolojisinin pek ¢ok
avantaji olmasinda ragmen, bu teknolojinin de
bir limitleyici 06zelligi bulunmaktadir. MBR

engellenebilmesi ve kontrol altina alinabilmesi,
isletim sirasinda gozlenecek aki azalmasi, basing
yilkselmesi ve  sonu¢  olarak  igletme
maliyetlerinin artmasi problemlerinin Oniine
gecgecektir.

Giliniimiizde arastirmacilar bu problemin
¢Oziimiine dair pek cok degisik temelli bilimsel
aragtirmalar gerceklestirmislerdir. Bu
calismalarin dayandiklar1 temeller genellikle,
membranlarda ve membran modiillerinde
kimyasal/fiziksel = modifikasyonlar ya da
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miihendislik uygulamalari ile igletim kosullarinin
degistirilmesi seklindedir [7-11]. Fakat bu tarz
coziimler genellikle hem yiiksek maliyetlidir
hem de zaman igerisinde biyotikanmay1
engelleyici ozellikleri azaltabilmektedir. Bunun
sebebi biyotikanma siirecinin tamamen biyolojik
bir siire¢ olmasidir ve bu siireci kontrol altina
almak icin aym sekilde biyolojik temelli bir
kontrol mekanizmast gelistirilmelidir.  Son
yillarda, literatirde yer alan biyotikanma
caligmalar1 incelendiginde biyotikanmanin ana
sebebinin “quorum sensing” (QS) oldugunun
belirtildigi goriilebilir [12-13].

Quorum  sensing,  tiirler  arasindaki
iletisiminin N-agil homoserin lakton (AHL)
denilen  kiicik  sinyal  molekiilleri  ile

saglanmasina verilen addir. Ortamdaki AHL
konsantrasyonu belli bir seviyeye ulastiginda
bakteriler ortamda yeterli sayiya ulastiklarinin
farkina varirlar ve biyoluminesans, antibiyotik
iiretimi, EPS ve SMP salgilanmasi1 ve biyofilm
olusturmak gibi grup davraniglart i¢in harekete
gecerler [14]. Mikroorganizmalar —arasindaki
iletisimin ~ sekteye ugratilmasina  dayanan
“quorum quenching” mekanizmasinin MBR
biyotikanmasinin 6niine gecilmesi amaci ile
kullanilmasi1 amac1 ile 2009 yilindan giiniimiize
kadar oOnemli calismalar gerceklestirilmis ve
basarili olunmustur.

Quorum quenching mekanizmasi reaktorler
icerisinde ti¢ degisik yol ile saglanabilir [15]: (1)
AHL iretiminin engellenmesi, (2) sinyal
molekiiliiniin reseptorler tarafindan
farkedilmesinin ~ Oniine  gegilmesi ve (3)
ortamdaki AHL molekiillerinin etkisiz hale
getirilmesi. Literatiirde yer alan QQ MBR
uygulamalarinin  hepsinde ve bu c¢aligmada
gergeklestirilen mekanizma, 3) no.lu
mekanizmaya dayanmaktadir. Quorum
guenching enzimi ile ortamdaki AHL molekiilii
degrade edilmektedir. Bu baglamda oOncelikle
serbest QQ enzimi ticari olarak satin alinarak
calismalarda kullanilmig fakat direkt enzim
kullaniminda enzimin stabilite problemi ve
yiikksek maliyeti sebebi ile bu uygulamadan
vazgecilmistir [16]. Daha sonra bakteriyel QQ
uygulamalar1 olarak tamimlanabilecek, QQ
bakterilerinin ¢esitli immobilizasyon ortamlarina
immobilize edilmesi ile bakterilerin ortama bu
enzimleri retip salmasi caligmalarina
gecilmistir. Bu amagla mikrobiyal veseller ve
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boncuklar immobilizasyon medyas1 olarak tercih
edilmistir [17-19]. Bu ¢alisma kapsaminda ise,
polimer bazli boncuklar immobilizasyon ortami
olarak tercih edilerek, uzun siireli (30 giin) MBR
isletiminde  bakteriyel —quorum quenching
uygulamasinin fizibilitesi incelenmistir.

2.Materyal ve Metot
2.1.Kimyasallar

Sinyal molekiillerini temsilen ticari C8-HSL
kimyasali Cayman (ABD) Firmasindan temin
edilmis ve stok ¢dzeltisinin hazirlanmasinin
ardindan -20°C’de saklanmistir. Bu ¢alismada iki
farkl antibiyotik kullanilmastir. fki,
spektinomicin, toz formunda Sigma Aldrich
(ABD)’den temin edilmis ve stok ¢ozeltisi
4°C’de karanlikta depolanmustir. Digeri yani
tetrasiklin ise gene Sigma Aldrich (ABD)
Firmasindan toz halinde satin alinmis ve C8-
HSL kimyasali gibi -20°C’de saklanmustir. X-
Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside) kimyasali (Sigma Aldrich,
ABD) biyo-test i¢gin kullanilmistir ve toz halinde
satin aliman bu kimyasal ve dimetilformamid
(DMF,  Merck, Almanya) ile X-Gal
solisyonunun hazirlanilmasinin  ardindan -
20°C’de ve karanlikta saklanmistir. Bakterilerin
ekiminde kullanilan Luria Bertani (LB) medyasi
Miller (US)’den temin edilmistir. Son olarak,
boncuklarin iiretiminde kullanilan polivinil alkol
(PVA), kalsiyum kloriir (CaCl,) ve borik asit
Sigma Aldrich (ABD)’den alinmustir.

2.2.Quorum quenching boncuklarin iiretimi

100 mL PVA (%2 a/h) ve 1000 mL borik
asit-CaCl, (%7 a/h borik asit ve %4 a/h CaCly)
soliisyonlar1 hazirlanip steril edilmistir. Bu
calismada QQ Dbakterisi olarak kullanilan
Rhodococcus sp. BH4 bakterisi LB medya
icerisine  ekilmis ve 24 saat siiresince
inkiibasyona tabi tutulmustur. 24 saatin sonunda
cogalmis olan Rhodococcus sp. BH4 bakterisinin
soliisyonu 15 dakika boyunca 12.000 rpm
degerinde santrifiije tabi tutulmustur. Elde edilen
bakteri pelleti 10 mL steril fizyolojik su ile
resuspende edilmis ve PVA soliisyonunun
icerisine katilmistir. Elde edilen PV A-bakteri
karisimi bir siringa ucu yardimi ile manyetik
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karigtiricinin iizerinde karigmakta olan borik asit-
CaCl, karisimina damlatilmis ve boncuklar elde
edilmistir. Boncuklar iretiminin ardindan gegen
8 saat siiresince 4°C sicaklikta muhafaza edilerek

sertlesmelerine miisaade edilmistir. 8. saatin
sonunda oda sicakligmma alimarak, MBR
isletiminde kullanilmak iizere bekletilirler.

Boncuklarin igerdigi toplam QQ bakteri miktar
yaklasik 800 mg’dir.

2.3.Quorum aktivitesinin
belirlenmesi

quenching

N-acil homoserin lakton (AHL)
molekiillerininin belirlenmesi igin
Agrobacterium  tumafaciens  A136  (Ti
)(pCF218)(pCF372) bakterisi biyosensor olarak
kullamilmigtir  [16-17, 20]. Agrobacterium
tumafaciens A136 bakterisi spektinomisin (50
mg/L) ve tetrasiklin (4,5 mg/L) iceren LB
medyas1 igerisine ekilerek biyitiiliir. Inkiibe
edilmis A136 quorum quenching aktivitesinin
belirlenmesi icin dizayn edilmis biyo-test i¢in
kullanilir. Bu ¢alisma kapsaminda serbest BH4
bakterilerinin ve PVA boncuklara immobilize
edilmis BH4 bakterilerinin QQ aktitivteleri
belirlenmistir. Bu biyo-test belirleyici agar
plakalarin kullanilmasi ile gergeklestirilir ve
Park ve digerlerinden [21] uyarlanmustir.
Belirleyici agar plakalar LB-agarin gece boyunca
inkiibe edilmis A136 ile 9:1 oraninda
karigtirllmas1 ve X-Gal ilavesi ile hazirlanir.
Reaksiyonun gerceklestigi deney tiiplerinden
belli zaman araliklarinda alinan numuneler bu
belirleyici agar plakalarda agilan numune
kuyucuklarma konulur. C8-HSL, A136 ve X-Gal
arasindaki zincirleme reaksiyonlar sonucunda
mavi renk olusumu gergeklesir (Sekil 1). Bilinen
konsantrasyonlara sahip standart soliisyonlarin
olusturdugu zonlarin ¢aplarinin kullanilmasi ile

sinyal

ortaya konulan denklem kullanilarak
numunelerin biinyesindeki C8-HSL
konsantrasyonlar1 hesaplanabilir. Bu sayede
zaman icerisindeki C8-HSL
konsantrasyonundaki azalma QQ aktivitesini
ifade eder.
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A. tumefaciens A136 (Ti)(pCF218)(pCF372): Biyosensor

\I/’
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T
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AHL | pcrarz |

X-gal'in degradasyonu
(Mavi renk olusumu)
Sekil 1: A136 tiiriiniin AHL varliginin ispat1 i¢in
kullanilmasini saglayan biyolojik mekanizma.

2.4. Membran Biyoreaktor Sistemi

Quorum  quenching MBR  ¢alismasi
kapsaminda, iki adet paralel MBR es zamanlh
olarak ve ayni igletim sartlar altinda isletilmistir.
Bir MBR, kontrol MBR olarak isimlendirilirken,
digeri QQ MBR olarak isimlendirilmistir.
Kontrol MBR bos PV A boncuklar ile isletilmistir
, QQ MBR’de ise ilave olarak PVA QQ
boncuklar bulunmaktadir. MBR’ler sabit aki
kosullarinda  isletilmis ve  transmembran
basinglart (TMP) kayit altina alinmistir. Bu
baglamda elde edilen TMP profillerinin altinda
kalan alanlar integral alinmasi ile hesaplanmis ve
QQ boncuk kullanimi1 ile TMP degerlerinin
hangi Olciide azaltilabildigi ortaya
konulabilmistir. MBR sisteminin ve Kkullanilan
modiiliin goriiniimii Sekil 2°de verilmektedir.
Aktif camur Pasakoy Ileri Biyolojik Atiksu
Aritma Tesisi’nden almmus (Istanbul, Tiirkiye)
ve MBR isletiminin 6ncesinde 1 ay boyunca
sentetik evsel atiksu varliginda aklimasyona tabi
tutulmustur. Sentetik atiksuyun bilesenleri su
sekilde listelenebilir (mg/L): glikoz, 400; maya,
14; baktopepton, 115; (NH,),SO,, 104,8;
KH,PO,, 21,75; MgSO,, 15,63; FeClz 0,075;
CaCl,, 2,45; MnSQ,, 1,8; and NaHCO3;, 255,5.
Kontrol ve QQ MBR’ler bir bilgisayara
baglanmistir ve SCADA programi yardimu ile su
seviyeleri, pH degerleri, sicaklik, ORP ve
¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonlar1 istenilen
araliklarda tutulabilmistir. Bu isletim kosullar
ise Tablo 1’de verilmektedir. Membran modulii
olarak Philos Co. Ltd. marka (Giiney Kore)
hollow fiber (ince  bosluklu fiber)
mikrofiltrasyon membranindan {iretilmis bir
modiil tercih edilmistir.
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Sekil 2: MBR sisteminin genel goriiniimii ve
hazirlanan modiiller.

Tablo 1 : MBR sistemi ile ilgili parametreler.

Parametre Birim Deger
Toplam hacim L 4,5

pH - 6,575
Coziinmiis oksijen mg/L 4,2-6,5
ORP mV 170-190
Sicaklik °C 212
Camur yas1 d 30
Hidrolik bekletme siiresi h 13
Membran alani m? 0,01
KOI giderim verimi % ~90
Besleme suyu KOIi mg/L 440
konsantrasyonu

2.5. Analitik 6lciimler

MBR isletimi siiresince AKM, KOI, TKN
ve TP analizleri gergeklestirilmistir. Bu 6lgiimler
Standart Metotlara gore yapilmistir [22]. Bunlara
ek olarak, EPS ve SMP konsantrasyonlar1 da
olciilmiistiir. Oncelikle aktif ¢amurdan alinan
numunede SMP ve EPS ayrilir, ardindan bu iki
bilesenin protein ve karbonhidrat igerikleri
Olgiilir. Deney yoOnteminde 5 mL ¢amur
siispansiyonu alinir, ilk olarak 4000 dev/dak’da
4°C’de 10 dakika santrifiijlenir. Daha sonra {ist
faz steril bir tliipe alimir ve askida katilarin

tamamen gitmesini saglamak ig¢in 13200
dev/dak’ile  4°C’de 20  dakika  tekrar
santrifiijlenir. Fiziksel ekstraksiyon ile elde

edilmis bu st fazda ¢Ozlinmiis protein ve
polisakkarit analizleri yapilir. Coziinmiis protein
ve polisakkarit bize ortamdaki SMP (serbest
EPS)’nin degerini verecektir. Bagli EPS’yi tespit
edebilmek icin ilk santrifiijden kalan c¢okelti
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steril distile su ile 5 mL ’ye tekrar siispanse
edilir. 6 pl formaldehit (%37°1ik) eklenir 1 saat
4°C’de bekletilir, daha sonra 0,5 mL NaOH (1
N) eklenir ve 3 saat 4°C’de bekletilir. Bu
siispansiyon 13200 dev/dak, 4°C’de 20 dakika
santrifiijlenir. Kimyasal ekstraksiyon ile elde
edilmis bu supernatantta da bagli protein ve
polisakkarit analizi yapilir. Bu degerler de bagh
veya ekstrakte edilmis EPS’nin degerini verir.
Protein analizi i¢in Bradford coomassie blue
metotu (Lowry metodu) [23] ve polisakkarit
analizi i¢in fenol siilfirik asit metotu (Dubois
metodu) [24] kullanilmustir.

3.Sonuglar ve Tartisma

3.1.Serbest ve immobilize bakterilerin
quorum quenching aktiviteleri

Materyal ve metot kisminda da belirtildigi
tizere Rhodococcus sp. BH4 bakterisinin
ekiminden sonra LB medya ve bakteri karigimi
santifiij edilmis ve besiyerinden bakteriler
ayrilmistir. Elde edilen bakteri pelleti ile biyo-
test gerceklestirilmis ve saf bakteri kiiltiiriiniin
QQ aktivitesi ortaya konulmustur. Bu deneyin
yapilmasimin amaci, her QQ c¢aligmasinda
cogaltilip biyiitillen bakterinin immobilize
edilmeden once yiiksek verimlerde QQ
aktivitelerine sahip oldugunu kanitlayabilmektir.
Gergeklestirilen biyo-testin sonuglar1 Sekil 3’te
verilmektedir.
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Sekil 3: Serbest QQ bakterinin QQ aktivitesi.
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Sekil 3 incelendiginde  ¢ogaltilan
Rhodococcus sp. BH4 tiriiniin 60 dakika
icerisinde ortamdaki C8-HSL konsantrasyonunu
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hizli bir sekilde azalltign goriilebilir. Kontrol
amagh kullanilan tiir ise AHL degredasyon
yetenegi olmadigindan 60 dakika igerisinde
herhangi bir aktivite gdstermemistir. Bakterinin
QQ aktivitesinin ortamdaki C8-HSL’nin %80’ini

degrade  edebilecek seviyede oldugunun
kanitlanmasmnin  ardindan, PVA boncuklar
iiretilmistir. Uretilen boncuklar Sekil 4’te

goriilebilmektedir. Homojen ve kiiresel yaprya
sahip boncuklar iiretilebilmistir.  Uretilen
boncuklarin MBR’ye ilavesinden once QQ
aktiviteleri gene ayni yontemin kullanilmasi ile
belirlenmistir. Bu biyo-test kapsaminda kontrol
numunesi  olarak bos PVA  boncuklar
kullanilmigtir. Bu bos PVA boncuklar kontrol
MBR’ye ilave edilecek olan boncuklardir.
Uretilen PVA boncuklar ile gerceklestirilen QQ
aktivitesi  deneyi  sonuglart  Sekil  5’te
goriilebilmektedir. Boncuklarin QQ aktiviteleri
sonuglart incelendiginde, kontrol boncuklarinda
herhangi bir C8-HSL giderimi gdzlenmezken,
QQ PVA boncuklar tarafindan 200 nM olan C8-
HSL konsantrasyonunun 90 dakika icerisinde 25
nM seviyelerine indirilebildigi goriilmektedir.

& ,

Sekil 4: Uretilen PVA Sekil 6: PVA

boncuklarin gériiniimii.  boncuklarinin MBR’deki
gorunimu.
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Sekil 5: Uretilen PVA QQ boncuklarmin QQ
aktivitesi.

90

3.2.Bakteri immobilize edilmis PVA
boncuklarin biyotikanmay1 engellemesi

Uretilen PVA boncuklar, QQ aktivitelerinin
belirlenmesinin  ardindan MBR’lere ilave
edilmistir (Sekil 6). Kontrol MBR bos PVA
boncuklarla, QQ MBR ise QQ PVA boncuklarla
isletilmistir. Bu farkin haricinde her iki reaktor
de aynmi kosullar altinda isletilmistir. Boncuklar
reaktorler igerisinde havalandirma ile beraber
tamamen homojen bir sekilde dagilmis sekilde
yer alirlar. Kontrol MBR’nin bos PV A boncuklar
ile isletilmesinin sebebi boncuklarin membran
iizerinde muhtemel bir fiziksel yikama etkisinin
olabilmesidir. Bu sekilde 30 giin boyunca
igletilen iki paralel membran biyoreaktoriin TMP
degerleri kayit altina alinmis ve TMP profilleri
cizilmistir (Sekil 7). TMP profillerinin altinda
kalan alanlar ise integral alinarak hesaplanmig ve
TMP  azaltim  verimi  yiizdesel  olarak
hesaplanabilmistir (Sekil 8).
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Sekil 7: Elde edilen TMP profilleri.
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Sekil 8: TMP grafiklerinden yararlanarak QQ
mekanizmasi veriminin hesaplanmasi.

Sekil 7 incelendiginde, Kontrol MBR’deki
TMP degerleri hizla artar iken, QQ MBR’deki
TMP degerlerinin artmadigi ve diisiik basing
degerlerinde uzun siireler boyunca isletimin
siirdiiriilebildigi gorilmiistir. Bu g¢alismada %
99,6’lik bir QQ verimi elde edilmistir. PVA
boncuklarin 30 giin boyunca dagilmadan kaldig1
ve QQ mekanizmasiin siirdiiriilebilir oldugu
goriilmiistiir. Isletim sonunda reaktdrlerden
cikarilan modiillerin  goriinimii de TMP
grafiklerinden elde edilen sonuclar1 destekler
niteliktedir. Kontrol MBR’den ¢ikarilmis olan
membranlarda fiberlerin iizeri yogun bir sekilde
biyofilm olarak kaplanmis iken, QQ MBR’den
¢ikarilan membranlarda fiberlerin iizerinde ise
ince ve yer yer olusabilmis bir biyofilm tabakasi
gozlenmistir. Basarili bir quorum quenching
uygulamasi ile membran ylizeyinde biyofilm
olusumu oOnemli Olgiide  engellenebildigi
sOylenebilir. Biyotikanmanin quorum sensing
inhibisyonu ile kontrol altina alinmasinin bir yan

etkisi de ortamdaki EPS ve SMP
konsantrasyonlarinin azaltilmasidir. Bu
baglamda yapilan Olglimlerin sonuglart  Sekil
9’da  verilmektedir.  Quorum  quenching
mekanizmasi ile EPS’nin hem karbonhidrat hem
de protein igerikleri %50 oraninda azaltilmistir.
SMP grafigine bakildiginda ise sadece protein
iceriginde gozlenen %50’lik azalimdir. Quorum
quenching uygulamasi ile aktif camurun
bilinyesindeki mikroorganizmalarin EPS ve SMP
salgilamalarinin =~ baski  altina  alinabildigi
soylenebilir. EPS ve SMP konsantrasyonlarinin
membran biyoreaktorlerde biyotikanma ile olan
direkt iligkisi gdozoniine alindiginda bu énemli bir
sonug haline gelmektedir.
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Sekil 9: PV A boncuk kullaniminin EPS ve SMP

uzerindeki etkisi.

3.2.Quorum quenching mekanizmasinin
organik madde giderimine etkisi
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Basing degisimlerinin yani sira iki reaktdriin
esit kosullarda isletildigini gozetebilmek amaci
ile ¢esitli parametreler bazinda ilave deneyler de
gerceklestirilmigtir.  Bu  baglamda, isletme
sirasindaki KOI ve TKN giderim verimleri
belirlenmis ve iki reaktorde de esit olmak iizere
ortalama %88 ve %37 olarak belirlenmistir. QQ
MBR isletiminde quorum quenching
mekanizmasinin  organik madde giderimi
iizerinde bir etkisinin olmadig1 sdylenebilir.
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