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TESEKKUR
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SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI

Al : Aliminyum

AIELBA . Aliiminyum elektrot ile elektrokoagiile edilen biyodizel atiksuyu
AC . Aktif camur

AKM . Askida kat1 madde

BOI . Biyokimyasal oksijen ihtiyac1

coO . Cozlinmiis oksijen

CHi : Camur hacim indeksi

DNA . Deoksiriboz nikleik asit

EBA . Ekstrakte edilmis biyodizel atiksuyu

E.coli . Escherichia coli

Fe : Demir

FeELBA : Demir elektrot ile elektrokoagiile edilen biyodizel atiksuyu
HBA : Hambiyodizel atiksuyu

K : BOI reaksiyon hiz sabiti (zaman™)

kg : Kilogram

KOI : Kimyasal oksijen ihtiyaci

L . Litre

Lo : Nihai BOI (mg/L)

MIK : Minimum Inhibisyon Konsantarsyon Testi

P.aeroginosa : Pseudomonas aeroginosa

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Q . Debi

q : Camur geridevir debisi (L/sa)
Ox : Hidrolik bekleme siiresi (sa)
Qo - Giris atiksu debisi (m*/giin)
rRNA : Ribozomal RNA
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S : Saniye

So . Giris atiksu KOI degeri (kg/m®)

S. natans . Sphaerotilus natans

t : Zaman

TN : Toplam azot

TOK : Toplam organik karbon

UAKM : Ucucu askida kat1 madde

V : Hacim

X . Karisms askida kat1 madde (kg/m®)
YAME : Yagasidi metil esteri
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OZET

Anahtar Kelimeler: Biodizel, Atiksu, Aktif Camur, Mikrobiyel Degradasyon, PZR, Genetik
Tiplendirme

Biyodizel {iretim teknikleri arasmda glinlimiizde yaygin olarak kullanilan metot,
transestrifikasyon metodudur. Transesterifikasyon prosesinden ¢ikan atiksular, yiiksek
oranda organik madde (KOI 300000-400000 mg/L, yag-gres 17000-25000 mg/L)
icermektedir. Bu  kirlilik profiline sahip atiksular, Kkonvansiyonel yontemlerle
aritilamamaktadir.

Bu c¢alsmada kullanilacak biyodizel atiksulari, laboratuvar olgeginde biyodizelin
transesterifikasyon yontemiyle iretiminde ¢ikan biyodizel yikama sularidir. Bu atiksularm
arttilabilirligi i¢cin yapilan ¢ahsmalar, iki ana fazda planlanmistr; Faz 1’ de: atiksu solvent
ekstraksiyonu prosesi veya elektrokoagiilasyon prosesinden sonra kesikli ve siirekli aktif
camur prosesi ile aerobik biyolojik aritilabilirigi incelenmistir. Faz 2’ de ise: Aktif ¢amur
mikrobiyel kommunite, mikroskopta fenotipik olarak tanmmlanmis ve PZR ile genetik
tiplendirme yapilmistr. Bu caligmalara ilave olarak Ham Biyodizel Atiksuyu’ nu (HBA)
arttilabilecegi diistiniilen Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa aktif gamur izolatlari ve
Escherichia coli ATCC8739, Pseudomonas aeroginosa ATCC9027 mikroorganizma lari
kiiltiirleri kullanilmistrr. Ekstrakte edilen biyodizel atiksuyu (EBA)’ nun ve Aliiminyum
elektrot ile elektrokoagiile edilen biyodizel atiksuyu (AIELBA)’ nun kesikli aerobik
biyolojik arttma ¢alsmalarmda, %50 seyreltme ve uygun besi maddelerinin ilavesi ile KOI
giderim verimi %99 olarak elde edilmisti. EBA’ nmn siirekli aktif ¢amur prosesi ile
arttilmasinda baskin olan mikroorganizmalarin, Sphaerotilus natans, Actinomycetes, Zooglea
ramigera oldugu, AIELBA’ da ise baskm tiirlerin ¢esitli funguslar oldugu tespit edilmistir.
E.coli aktif ¢gamur izolat1 ve E.coli ATCC8739” nin HBA’ min biyodegradasyonunda ¢ok fark
gozlenmezken, P.eroginosa izolatmm ise P. aeroginosa ATCC9027 gére daha etkin oldugu
gozlenmistir.

Sonu¢ olarak, biyodizel atiksularmm, solvent ekstraksiyonu veya elektrokoagiilasyon

prosesinden sonra, tesisteki yikama sular1 ve evsel atiksularla birlikte kesikli aerobik
sistemde yonetmelik sinir degerlerini saglayabilecegi tespit edilmistir.
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INVESTIGATION OF BIOLOGICAL TREATABILITY OF
BIODIESEL WASTEWATER

SUMMARY

Keywords: Biodiesel, Wastewater, Activated Sludge, Microbial Degradation, PCR,
Genotyping

Nowadays, trans-esterification method is widely used in biodiesel production. The resulting
wastewaters from trans-esterification process have high ratio of organic materials (COD
300000-400000 mg/L, QOil and Grease 17000-25000 mg/L). For this kind of waste water
profiles could not be treated with the conventional methods.

Biodiesel waste waters used in this study is the resulting wastewaters from trans-
esterification method in laboratory scale. This study was processed in two different phases.
Phase 1: After the solvent extraction or initial treatment of electro-coagulation, batch and
continuous biological treatment was applied. Phase 2: DNA was isolated from the activated
sludge for determination of activated sludge community and PCR conditions optimized
efficiently. In addition, the HBA thought to be treated by Escherichia coli, Pseudomonas
aeroginosa activated sludge isolates and the Escherichia coli ATCC8739, Pseudomonas
aeroginosa ATCC9027 microorganism cultures were used. In the batch aerobic biological
treatment studies of EBA and AIELBA, 50% dilution and with the addition of appropriate
nutrient, 99% of COD treatment efficiency was obtained. In the continuous activated sludge
treatment of the EBA, the dominance of Sphaerotilus natans, Actinomycetes, Zooglea
ramigera microorganisms and for the AIELBA, the dominance of various funguses was
determined. While not much difference was being observed for the biodegradation of HBA
by E.coli activated sludge isolate and E.coli ATCC8739, P.eroginosa isolate was observed to
be more effective up to P. aeroginosa ATCC9027.

Finally, the treatability of the wastewaters of the biodiesel, after the solvent extraction or

electro-coagulation process, with the washing waters in plants and domestic wastewaters
provide to regulate the boundary conditions in the batch aerobic systems was determined.

XVi



BOLUM 1. GIRIS

Glinlimiiz diinyasinda ekonomik ve teknolojik gelismelerin siirdiiriilebilir olmasi,
giivenilir enerji kaynaklarina sahip olmakla miimkiindiir. Diinya lizerinde s6z konusu
enerjinin %90’1 bugiin fosil enerji kaynaklarmna baghdir. Ancak, fosil yakitlar cok
hizli bir sekilde tikenmektedir. Petrol’ iin 1991 yili sonu itibariyle, tiikketim oranlari
g6z Oniline alindiginda, yaklagikk 40 yillikk bir dayanma siiresi oldugu
disiiniilmektedir. Bunun sonucunda ise, Oniimiizdeki 10-15 yil igerisinde ucuz
petroliin sonunun gelebilecegi tahmin edilmektedir (Isenberg, 1999). Petroliin bu
durumu, i¢ten yanmali motorlarm yerlerini doldurabilecek baska makineler ve
petrole alternatif yakit arama calismalarini baglatilmistir. Bu durum, biyodizel gibi
yenilenebilir alternatif enerji kaynaklarinin 6nem kazanmasma yol a¢gmaktadir.
Alternatif yakitlar hakkinda yapilan ¢aligmalar, gesitli zamanlarda ortaya ¢ikan petrol
krizi donemlerinde hiz kazanmis ve kriz donemleri sonrasinda 6nemli Olciide

yavaglama gostermistir (Yicesu ve ark., 2001).

Alternatif yakitlara ilgi 1973 petrol krizi ardindan artig gdstermis, 90’ li yillarda ise
uygulama ve arastrmalar yogunluk kazanarak giinlimiize kadar ulagmistr. Biyodizel
en Onemli alternatif yakitlardan biridir. Biyodizel, hayvansal ve bitkisel yaglardan
elde edilen, fiziksel ve kimyasal Ozellikleriyle dizel yakitmma benzer Ozellikler
gosteren, emisyon Ozelliklerini iyilestiren dizel motorlar1 i¢in 6nemli bir alternatif
yakittir. Amerika’ da soya ve kanola, Avrupa’ da kanola bitkisi biyodizel yakiti
tretiminde temel hammadde olarak kullanilmaktadir. 2002 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’ nde sadece atik hayvansal yaglardan 2.4x10* ton ile 3.2x10* ton arasinda
biyodizel tliretimi gerceklestirildigi tahmin edilmektedir. Tirkiye’ nin petrolde disa
bagimlilig1 dikkate alinirsa, biyodizel tiretiminin dnemi daha iyi anlasilir. Avrupa
Komisyonu, biyoyakitlara su anda %2, 2020 yilina kadar ise %12’ lik bir pazar pay1
ongormektedir ve biyoyakitlarin ¢ok 6nemli bir kismini ise biyodizel olusturacaktir

(Cildir ve Canakg¢1, 2006). Tirkiye de biyodizel tiretimi konusunda tesvik edilmistir.



Bu dogrultuda birgok tesis kurulmustur. Fakat gilinlimiizde bu tesislerin birgogu ya
biyodizel iretimini birakmis ya da ¢ok tiretim yapmaktadwr. Bu konuda, Alternatif
Enerji ve Biyodizel Ureticileri Birligi Dernegi (Albiyobir)’ nin yaptig1 agiklamada;
“Biyodizel en dnemli alternatif yakitlardan biridir. Tiirkiye’ de biyodizel {iretimi i¢cin
1,5 milyon ton kurulu kapasite bulunmaktadir. Su anda Tiirkiye, kurulu biyodizel
tiretim kapasitesi itibar1 ile Almanya’dan sonra diinya ikincisidir.” ifadesi yer

almaktadrr.

Tiirkiye'de Biyodizel

23 Win Ton Tirkiyve Toplam
akaryakit Tdketimi

16 Min Ton
1.5 Min Ton Dizel + Fuel il
Biyodizel Kurulu Tlketimi
Kapasite

Sekil 1.1. Tiirkiye’ nin kurulu biyodizel iiretim kapasiteleri (albiyobir.org, 2012)

Tiirkiye, kurulu kapasitesini 6zellikle AB' nin kendi ihtiyact i¢in zorunlu kildigi
miktarlar1 karsilayabilecek ve biyodizel tiretiminde 6nemli bir ihracat merkezi

olabilecektir.

Bu tesisler iilkemizin dort bir yanma dagilmistr. Biyodizel Ureticileri dzellikle
iilkemizde gidada kullanilmayan, bu nedenle tarimda biyodizele bagh etkileri
gortilebilecek Kanola ve Aspiri segmis, iilkemizin dort bir yaninda sézlesmeli tarima

yonelmislerdir.

Ancak gelinen noktada anlagilmistir ki biyoyakit kullaniminm zorunlu olmamasi ve
OTV vergisinin yiiksek olmas1 nedeniyle biyodizel iireticileri 2008 yilinda biyodizel
tiretimine ara vermistir. Bu sorunlar agsmak i¢in 27 Eyliil 2011 tarihinde 28067 sayil
Resmi Gazetede Tebligi yayinlanmis ve ‘piyasaya akaryakit olarak arz edilen
motorin tirlerinin, yerli tarim iriinlerinden dretilmis yag asidi metil esteri (Y AME)
icerigininin 1/1/2014 tarihi itibariyle en az %1 (V/V), 1/1/2015 tarihi itibariyle en az



%2 (VIV), 1/1/2016 tarihi itibariyle enaz %3 (V/V), olmas1 zorunludur.” ifadesi yer
almustur.

Bu yeni gelismeler, Tirkiyede biyodizel iiretiminin artarak devam edecegini

gostermektedir.

Biyodizel, bitkisel ya da hayvansal kokenli yaglarin bir katalizor esliginde kisa
zincirli bir alkol ile reaksiyonu sonucunda agiga ¢ikan yakit amach {iriiniin adidir.
Biyodizel kullaniminda bazi avantajlar vardir. Fiziksel 6zellikleri bakimmdan petrol
kokenli dizel yakitiyla benzer 6zellikler gdstermekte olup, higbir ara¢ ve motor
modifikasyonuna gerek duyulmadan gilinlimiiziin hafif ve agir dizel motorlu
araclarinda rahatlikla kullanilabilmektedir. Biyodizel, petrol esash dizel yakiti ile her
oranda tam olarak karistirilabilmektedir. Bu da dizelin kalitesini biiyiik oranda
diizeltme imkani saglar. Yanma sonucu olusan ¢evreye zararli gazlarm emisyon
degerini disiiriir. Yakildig1 zaman CO, partikiil ve hidrokarbon emisyonu diisiik tiir.
Bu yakit, bitki kokenli hammaddeden elde edildigi ve bitkiler CO2’ i solunum
yaparken kullandiklarindan, yanma sonucu ortaya ¢ikan CO; kismen amorti
edilmekte ve boylece ‘sera etkisi’ yapici nedenlerin dniine gegilebilmektedir. Bunun
yaninda ¢evre ile uyumlu bir yakit olup, 21 giin igerisinde %99.6” ya varan oranlarda
biyolojik olarak pargalanabilmektedir. Bu yakitin en 6nemli avantajlarindan birisi de
iretimde kullanilan temel hammaddenin dogal ve yenilenebilir olmasidir. Bitkisel
veya hayvansal yaglarin hepsi biyolojik olarak ayrisabilir 6zellikte ve toksik
olmadig: bildirilmektedir (Poulton, 1994; Isenberg, 1999; Hoffmann, 2002; Antolin
ve ark., 2002; Vicente ve ark., 2007).

Fakat biyodizel liretiminde yaygm olrak kullanilan transesterifikasyon prosesinden
¢ikan atiksular, yiiksek oranda organik madde (KOI 300000-400000 mg/L, yag-gres
17000-25000 mg/L) icermektedir. Bu kirlilik profiline sahip atiksular, konvansiyonel
yontemlerle aritilamamktadir. Biyodizel atiksularm aritilabilirligi ile ilgili literatiirde

az sayida calisma mevcuttur.
1.1. Cahs manmn Amaci ve Kapsam

Bu caliymada kullanilacak biyodizel atiksulari, laboratuvar 6lgeginde biyodizelin

transesterifikasyon yontemiyle tretiminde ¢ikan biyodizel ykama sulardir. Bu



atiksularmn artilabilirligi i¢in yapilacak ¢alismalar, ki ana fazda planlanmistir; Faz 1°
de: atiksu solvent ekstraksiyonu prosesi veya elektrokoagiilasyon prosesinden sonra
kesikli ve stirekli aktif camur prosesi ile aerobik biyolojik aritilabilirigi incelenmistir.
Faz 2’ de ise: Aktif camur mikrobiyel kommunite, mikroskopta fenotipik olarak
tanimlanmig ve PZR ile genetik tiplendirme yapilmistir. Bu ¢calismalara ilave olarak
Ham biyodizel atiksuyu (HBA)’ nu aritilabilecegi disiiniilen E.coli, P.aeroginosa
aktif c¢amur izolatlar1 ve E.coli ATCC8739, P. aeroginosa ATCC9027

mikroorganizmalari kiiltiirleri ile atiksuyun aritilabilirligi incelenmistir.
1.2. Cahs mamn Ana Hatlar:

Tez ¢aliymas1 5 ayr1 boliimden olugsmaktadir. Bolim 1°de konuya giris yapilarak
biyodizel iiretiminin 6nemiden, Tiirkiyede ve Diinyadaki biyodizel iiretiminden

kisaca bahsedilmis, ¢aligmanin amac1 ve kapsamu, icerigi ve dnemi anlatilmigtir.

Tezin 2. bolimiinde yapilan deneysel calisma literatiirde yer alan bilgilerle birlikte

anlatilmigtur.

Tezin 3. bolimiinde deneysel cahismalarda kullanilan cihazlar, malzemeler ve

metotlar hakkinda detayli bilgi verilmistir.

Tezin 4. boliimiinde deneysel caligmalar sonucunda elde edilen bulgular yer
almaktadrr.

Tezin 5. bolimiinde ¢alismanmn sonucunda varilan temel sonuglar paylasiimis ve

tartigilmaistir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyodizel Uretim Yontemi

Biyodizel tretimi yontemleri arasinda yaygin olarak kullanilan metot bitkisel ve

hayvansal yaglarin veya evsel atik yaglarmn transesterifikasyonu ile tiretimidir. Tablo

2.1’ de biyodizel iiretiminde kullanilan baz1 bitkisel ve evsel atik yaglarn icerdigi

yag asit miktarlar1 verilmistir.

Tablo 2.1. Aygigegi, soya ve atik kizartma yaginin igerdigi yag asit oranlar1 (Dizge ve ark., 2009)

Yag asitleri Aycicek yagi Soya yagi Atik yemek yaglari
Lurik (12:0) - - 0.05
Miristik (14:0) 0.06 0.07 0.19
Palmitik  (16:0) 5.68 10.87 8.90
Palmitoleik (16:1) 0.14 0.10 0.22
Stearik (18:0) 3.61 3.66 3.85
Oleik (18:1) 34.27 23.59 30.71
Linoleik  (18:2) 54.79 53.86 54.35
Linolenik  (18:3) 0.07 6.49 0.27
Aragidik  (20:0) 0.25 0.37 0.29
Gadoleik  (20:1) 0.13 0.22 0.18
Behenik  (22:0) 0.69 0.45 0.61
Lignoserik (24:0) 0.23 0.18 0.24

Bu yontemde, triglseridler alkol ile reaksiyona sokulur. Transesterifikasyonda bazik

katalizorler, asidik katalizorler, iyon degistirici re¢ineler, enzimler ve siiperkritik

swvilar gibi farkl tipte katalizorler kullanilir (Freedman, 1984; Arzamendi ve ark.,
2007; He ve ark., 2007; Lu ve ark., 2007; Vivek ve Giridhar, 2007; Imahara ve ark.,
2008; Rashid ve Anwar, 2008). Ancak, endiistriyel iiretimde en c¢ok bazik



katalizorler kullanilmaktadir. Bazik katalizorler ile reaksiyon hem daha ilimh
sartlarda hem de daha siiratli ylirlir (Royon ve ark., 2007). Bazik katalizor ile
transesterifikasyon, yag asitlerinin bazik bir katalizor esliginde alkol (metanol, etanol
vb.) ile esterlesme reaksiyonudur. Metanol, diger alkollere gbre daha ucuz oldugu
icin, en ¢ok kullanilan alkoldiir. Esterlesme reaksiyonunun stokiometrisine gore 1
mol trigliseride 3 mol metanol gerekir. Reaksiyonun sonunda 3 mol yag asidi metil
esteri ve 1 mol gliserin meydana gelir. Aslinda bu reaksiyon, ara firiin olarak
digliseridler ve mono gliseridlerin olustugu lic adet ardisik tersinir reaksiyondan
olusmaktadir. Reaksiyonda aciga c¢ikan gliserin ¢oktiiriilerek veya santrifiijlenerek
ayrilir. Elde edilen gliserin, eczacilik, kozmetik, hayvan yemi, polimer, ylizey aktif
madde, yaglayict madde ve gida endiistisinde kullanilmak {izere, ticari kullanim i¢in
saflagtirilir. Biyodizel fazi, dizel yakiti olarak kullanilmak tizere EN 14214
Standartma gore tam olarak saflagtirilmahidir (Vicente, 2007).

Uretilen biyodizel tam olarak saflastiriimadig: takdirde, motorun dmriinii azaltir. Bu
ylizden saflagtrma kademesi biyodizel iretiminde en Onemli kademedir.
Saflagtrilmamis biyodizel bazi safSizliklar icerir: serbest gliserin, sabun, metal
iyonlari, metanol, serbest yag asitleri, katalizor, su ve gliseridler. Saflagtirimamis
biyodizelde bulunan safsizliklarin motor, motor perfonmansi ve emisyona olan

etkileri Tablo 2.2” de gbsterilmistir.



Tablo 2.2. Ham biyodizeldeki safsizliklar ve etkileri (Berrios ve Skelton, 2008)

Safsizlik Etkisi

Serbest yag asitleri Korozyon

Hidroliz (yag asidi tesekkiilii)
Su Korozyon
Bakteriyel bitylime (filtre blokaji)

Yogunluk ve viskozitenin diigmesi
Alevlenme noktasinm diismesi
Alve Zn pargalarin korozyonu

Metanol

Yiiksek visko zite
Gliserid ler Enjektorlerde birikme
Kristallenme

Enjektorlerde birikme
Filtre blokaji (stilfatl kiiller)

Metaller (sabun ve katalizor)
Motorda gii¢ kayb1

Cokme problemleri

Gliserin Emisyonda aldehit ve akreloin (CH,=CH-CHO) olusumu

2.2. Biyodizel ve Atiksu Uretilmesi

Doktora ¢aligmasi doneminde biyodizel endiistrisinin biyodizel iiretimine ara
vermesi nedeniyle deneylerde kullanilacak olan biyodizel atksuyu, laboratuvarda
tiretilmistir. Deneylerde kullanilacak olan atiksularmimn elde edilebilmesi i¢in dnce

biyodizel tiretimi yapilmistir.

2.3. Biyodizelin Rafinasyonu

Biyodizeli rafinasyonu i¢in genel olarak kabul goren iki yontem vardir: slak ve kuru
temizleme. Endistriyel {retimde  genellikle 1slak temizleme  yOntemi
kullanilmaktadir. Ancak, prosese ilave su katimasi bir¢ok dezavantajlar1 da
beraberinde getirir. Islak yontemde, 100 L biyodizel iiretimi basina 20 L atiksu a¢iga
¢ikmaktadwr. Biyodizel atiksular1 ¢ok miktarda yag, yag asidi, metanol, sabun ve

gliserol igermektedir.

Bu atiksularm KOI degeri 250 000- 450 000 mg/L arasmnda degismektedir.
Atiksudaki yag icerigi ise 15 000 mg/L kadar yiiksek olabilmektedir. Bu nedenle



biyodizel atiksulari, yag- drenaj sistemlerin tikanmasma, biyolojik aritma

sistemlerinde biyolojik aktivitenin azalmasina sebep olmaktadir.

Bu dezavantajlara ragmen su ile saflastirma isleminin bazi avantajlar1 da vardur.
Gliserin ve metanol suda daha iyi ¢éziiniir. Bu yiizden su ile yikanan biyodizel
gliserin ve metanol bakimindan daha saf olmaktadir. Diger taraftan biyodizelde
bulunabilen safsizliklardan yag asitleri, tuzlar ve sabunlar da suda daha iyi ¢0ziiniir.
Biyodizel saflastrmada kullanilmis olan bir atiksuyun bilesimi Tablo 2.3° te
verilmigtir. Buna ragmen, son zamanlarda su ile ykama isleminin yerini iyon
degistirici regine ile veya magnezyum silikat tozu ile temizleme yontemi almaktadir.

Her ki yontem de endiistriyel tesislerde kullanilmaktadr (Cooke ve ark., 2003).

Tablo 2.3. Biyodizel atiksuyundaki baz degerler (Suchara ve ark., 2005)

Parametre Deger
pH 11.0
Yag-Gres (g/L) 151
Karbon (g/L) 14.8
Azot (g/L) 0.0647
C/N orani 229
Askida kat1 (g/L) 2.67

Yiksek KOI degerlerine sahip ve diisiik oranda azot igeren biyodizel atiksuyunun,
dogrudan biyolojik aritmaya verilmesi aktif camurda nutrient eksikigi ve yiiksek
besin sokuna sebep olarak aktif camur sisteminin ¢okmesine sebep olacaktir. Ayrica
bu atiksularm dogrudan alic1 ortamla verilmesi son derece ciddi ¢evre problemleri
ortaya ¢ikarmasina sebep olacaktir. Biitliin bu ger¢ekler biyodizel iiretiminde agiga
¢ikan atiksularin aritimmin kompleksligini géz oniine sermektedir. Bu atiksularin
konvensiyonel aerobik biyolojik aritma yOntemleri ile aritilmasi mimkiin

olamamaktadir.

Bu amagla yiiksek kirlilik degerine sahip olan bu atiksu biyolojik aritmadan 6nce
hekzan ekstraksiyonu ve Fe, Al elektrot ile elektrokoagiilasyon ile kirlilik karakteri

belirli 6l¢tlide diisiirtilmiistiir.



2.4. Biyolojik Antma

Biyodizelin ¢esitli yaglardan etanol veya metanol ile NaOH ve KOH
katalizorligiinde transesterifikasyonu sonucu biyodizel atkksuyunda yag, reaksiyona
girmemis yag asitleri, gliserol, metil esterleri, sabun artiklari, etanol veya metanol
bulunabilmektedir. Fakat bu kirleticilerin ne oranda biyodizel atiksuyunda

bulundugu, biyodizel iiretimine baghdir.

Schleicher ve arkadaslari, su ortaminda bulunan gesitli mikroorganizmalarin mineral
yaglari, enerji kaynagi olarak tiiketerek dogada bu maddeleri metabolize edebildigini
soylemektedir. ~ Ko-metabolik  olarak  biyodizeli  metabolize  edebilen
mikroorganizmalar, mineral yag tikketimini de artirmaktadir. (Schleicher ve ark.,
2009).

Literatiirdeki bilgilerden yola ¢ikarak ham biyodizel atksuyunda bulunan atiklarin
bakteriler ile biyodegrade edilip edilemeyecegi arastirilmig, hangi bakterinin
segilecegine ise mikroorganizmalarin yag, yag asit ve gliserol degradasyon yollarina

bakilarak karar verilmistir. Asagida bu metabolik yollara kisaca deginilmistir.

2.4.1. Yag asitlerinin par¢alanmasi

Ister lipid, ister alkan par¢alanmasiyla, ortaya ¢ikan yag asitleri, CoA-SH iizerine
tasinarak Asil-SCoA’ ya dOniistikten sonra P-oksidasyon dongiisiine girer ve
pargalanmaya devam ederler. Ornegin palmitik asitin Palmitil- CoA’ ya
doniisiimiinde aslinda iki kademeli bir reaksiyon sz konusudur. Once ATP’ in
hidroliz iiriinii Adenilat (AMP), yag asidini ilizerine alir ve enerjice zengin Palmitil-
AMP olusur, sonra CoA-SH’ nm tiyol grubu ile Adenilat yer degistirerek
reaksiyonca aktif yag asidi (Palmitil-SCoA) meydana gelir. B-oksidasyon donglisiine
giren Palmitil-SCoA, Asil-CoA dehidrogenaz enziminin katalize ettigi reaksiyonla
dehidrogenasyona ugrar. Bir flavoprotein olan enzim, substratin hidrejenlerini FAD
tizerine alirken 2,3—doymamis Palmitil-CoA olusur. 3- Hidroksiasil-CoA hidroliyaz
bir mol su ile yag asidi zincirini 3.C atomunda hidroksil grubunu olustururken enol

bagmi agar. 3- Hidroksiasil-CoA dehidrogenaz 2. Ve 3. C atomlarindan hidrojen
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kopararak 3-ketopalmitil-CoA’ y1 meydana getirir. Bundan sonra tiyoklastik
reaksiyon gergeklesir ve B-Tiyoketolaz enzimi, molekiilin 2. ve 3. C atomlar1
arasindaki bagm kopmasmi katalize eder. Asetil-CoA reaksiyondan ayrilirken
Palmitil-SCoA’ dan geriye kalan 14 C’ lu zincir bir baska CoA-SH iizerine alinir ve
Miristi-CoA, B- oksidasyon dongiisiide ayni sekilde ilerler. Boylece dongiiniin her
doniisiinde 2 C’ lu Asetil-CoA, dongiiyii terk ederken zincirden 2 C eksilen yag asidi
parcalanmaya devam eder. Tiyoklastik reaksiyonla pargalanmadan dogan enerji
Asetil-CoA i¢cinde depolanrken, rediikte piridin- nikleotidler ve flavo proteinler
elektron tasima sisteminde tekrar okside olurlar. Asetil- CoA merkezi yoldan

katabolizmaya katilir (Tunail, 2009).

2.4.2. Notral yaglar ve yag benzeri depo maddeleri

Bircok mikroorganizma, nétral yaglar1 (trigliseritleri) veya yag benzeri maddeleri
depolar. Kuvvetli 1skk kiran bu yag damlaciklar1 veya graniiller etraflar1 sarili
tanecikler halinde kuru agrhgmm %80-90° ma ulasrlar. Yag ve benzeri depo
maddelerinden trigliseritler en ¢ok maya ve kiiflerde (6karyotik hiicre) vakuoller
icinde depolanir, ayrica ortama da salgilanrlar. No6tral yaglarin  bu
mikroorganizmalardaki sentez yolu yiksek canlilardaki gibi - oksidasyon dongiisii
tizerinden olur. Asetil-CoA derivatlar1 olarak olusan uzun zincirli yag asitleri,
gliserol ile ester baglar1 yaparak birlesir ve notral yaglari olusur. Hiicrede membran
veya intrasitoplazmik membran olusumlarmin bileseni olan yapisal lipitler
(lipopolisakkaritler,  lipoproteinler) ortam  kosullarma  bagh  olmaksizin
sentezlenirken, depo yaglari besiyerinde veya mikroorganizmanm bulundugu dogal
ortamda yiiksek miktarda C kaynag1 ve yetersiz diizeyde N kaynagi (yliksek C/N)
olmas1 durumunda hizla sentezlenir ve vakuoller icinde birikir. Yapisal lipitdlerin
hiicreden izolasyonlarmin zor olmasma karsihik depo yaglari hiicreden kolaylikla

izole edilebilir (Waltermann ve ark., 2005; Tunail, 2009).
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2.4.3. Gliserol degradasyonu |

2.4.3.1. Bakteriye ait gliserol degradasyon 1. metabolik yol

Bakterilerde gliserol alimi, gliserol diflizyon kolaylastirict integral membran protein
yoluyla olur. Ki bu protein gliseroliin sitoplazmik memranindan gecisinde
konsantrasyonunu hizlica dengelenmesini katalizler. Gliserol kinaz, ATP’ yi fosfor
dondrii olarak kullanarak intrasellular gliserolii sn-glycerol-3-phosphate doniistiiriir.
Glycerol-3-P, gliserol diflizyon kolaylastiric1 substrat degildir. Bu yiizden hiicrede
kalr ve fazlas1 metabolize edilir. Sonug olarak, gliserol alimi i¢in itici giic gliserol

kinaz tarafindan gliserol fosforilasyon ile olusturulur.

sn-glycerol-3-phosphate sitoplazmadan ayrilmadiginda, GIpT transporter ile hiicre
i¢ine almir. E.coli’ de sn-glycerol-3-phosphate fazlasi iki mambrana baglayan enzim
ile dihydroxyacetone phosphate’ a metabolize olur. Bu enzimler, bakterinin tireme

sartlarma baghdr.

Aerobik kosullarda, homodimerik aerobik glycerol-3-P dehydrogenase (glpD geni
tarafindan kodlanrr) iiretilir. Kibu oksijen veya nitrati elektron alicis1 olarak kullanir.

(http://biocyc.org/, 2012).
2.4.3.2. Maya’ ya ait gliserol degradasyon 1. metabolik yol

Aerobik sartlarda Saccharomyces cerevisiae S288c alttiirii gliserolii karbon ve enerji
kaynagi  olarak  kullanmaktadir.  Gliserol  degradasyonu, iki adimda
gerceklesmektedir. Ilk adim, translokasyondur. Sitosolde gliserol fosforilasyonu
meydana gelmektedir. Bunun sonucunda gliserol-3-fosfat iiriin olarak meydana
gelmektedir, gliserol-3-fosfat, mitokondriye girmektedir ve dihidroksiaseton fosfata
dontismektedir. Dihidroksiaseton tekrar sitosole donmektedir, glikolizis veya

glukoneogenezise girmektedir.

Gliserol katabolizmasmi  kodlayan genler karbon kaynaklar1 tarafindan
diizenlenmektedir. Gen ekspresyonu glukoz gibi fermente edilebilen karbon

kaynaklar1 ile ya da gliserol, etanol gibi fermente edilemeyen karbon kaynaklar1 ile
baskilanabilmektedir (http://biocyc.org/, 2012).


http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=COMPOUND&object=GLYCEROL-3P
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=COMPOUND&object=GLYCEROL-3P
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=COMPOUND&object=GLYCEROL-3P
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=COMPOUND&object=GLYCEROL-3P
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=COMPOUND&object=DIHYDROXY-ACETONE-PHOSPHATE
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=ENZYME&object=AERGLYC3PDEHYDROG-CPLX
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=GENE&object=EG10394
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=PATHWAY&object=PWY-4261
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=ORGANISM&object=TAX-559292
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=ORGANISM&object=TAX-559292
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=ORGANISM&object=TAX-559292
http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=PATHWAY&object=PWY-4261
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Sekil 2.1. Escherichia coli K12 substr. M G1655, Saccharomyces cerevisiae S288c’ nin gliserol
biyodegradasyonu (http://biocyc.org/, 2012).

Ham biyodizel atiksuyun aktif ¢amurdan izole edilen E.coli ve P.aeroginosa ile
arttilabilirligi ¢alismalarinda E.coli’ nin tercih edilme sebebi yag asitlerini ve
gliserdlii parcalayabilme yeteneginin olmasi sebebiyledir. P.aeroginosa’ nin se¢ilme

sebebi ise ¢ok ¢esitli hidrokarbon tiirevlerini rahatlikla par¢aladiginm bilinmesidir.

2.5. Aktif Camur Mikrobiyolojisi

Ham biyodizel atiksuyunu ekstraksiyon veya elektrokoagiilasyon islemlerinden sonra
hala alici1 ortama verilebilecek diizeyde degildir, bu sebeple ekstraksiyon ve

elektrokoagiilasyon sonrasi atiksularm aktif camura olan etkiside incelenmistir.

Asagida aktif camur mikrobiyolojisine kisaca deginilmistir.

Aktif ¢amur, atiksudaki biyodegrade olabilen maddelerin mikroorganizma karigimi
(heterotrofik flagellatlar, siliyatlar, rizopodlar ve kiicik metazoonlar) ile sindirilmesi
olarak tanimlanabilmektedir. Aktif c¢amur sisteminin optimum kosullarda
isletilebilmesi i¢in biyotik komponentlerin olduk¢a iyi bilinmesi gerekmektedir.
Protistlerin genis kommuniteleri, bakteri populasyonlar1 ile beslenmektedir. Siliyath
protistalar, aerobik biyolojik aritma sistemlerinde 6nemli bir yer kaplamaktadirlar.
Iyi karigmis aktif ¢amur numunesinde siliyath protistalarm yogunlugu 10000
hiicre/ml aktif camur olmalidir. Bu da yaklagik olarak Askida Kat1 Madde (AKM)
nin %9 una kargilik gelmektedir. Aerobik sistemlerde 200’ den fazla protist (33
flagellat, 25 rizopod, 6 aktinopod ve 160 siliyat) ve bol miktarda bakteri ¢esitlerine
rastlanabilmektedir (Madoni, 2003).

Biyoloji aritma tesislerinde aktif gamuru olusturan mikrofauna agsagida incelenmistir;


http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=PATHWAY&object=PWY-4261
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2.5.1. Bakteriler

Aktif camur biokiitlesinin %80’ 1 bakterilerden olusmaktadir. Bu tek hiicreler
atiksuda bulunan biyodegrade edilebilen protein, karbonhidrat, yag ve diger
bilesikleri tiiketebilmektedirler. Atiksuda yeterli besi maddesi varliginda bakteriler
flagella icerebilmektedirler. Flagella, bakterinin besin etrafinda hareketini saglar.
Bakteri belli bir biiyiikliige ulasinca ikiye boliintir. Fakat besi maddesi eksikliginde
bateriler flagellalarm1 kaybederler ve enerjilerini minimum miktarda harcamaya

baslarlar. Ayrica hiicre duvarlarietrafinda ince bir tabaka olustururlar.

Bakterilerin biiylime karakteristikleri aktif gamurun hangi asamada oldugu hakkinda

fikir verir;

S1v1 besiyerine belirli sayida bakteri ekilecek ve diizenli araliklarla bu basiyerinden
alman Orneklerde her milimetresindeki bakteri sayisi sayilacak olursa bunlarin
diizenli ve ayn1 hizda tiremedikleri goriiliir. Bakterilerin iiremesi zamana baglh olarak

dort donem halinde seyir gosterir.

Bakteri tiremesinde baslica dort donem vardr;

a) Baslangic Donemi: Bakteri bu donemde cogalma i¢in hazirliklarmi yapar.
Ortamdaki bakterilerin metabolizmalar1 artar. Bakteri bu donemde cinsinin en biiyiik

hacmine ulasir. Bakterilerin iiremesinde yavas yavag artma goriiliir.

b) Logaritmik Ureme Dénemi: Bakteri saysmmn hizla arttigi donemdir. Her 20
dakikada bakteri tiirlinlin sayica iki katina ¢ikar. Bu donemde bakteri cinsinin

hacimce en kii¢iik durumundadir. Hiicreler dagmik olarak ortamda bulunurlar.

¢) Durma Donemi: Bakterilerin {iremesi devam ederken bir yanda da bakterilerde
oliim goriiliir. Olen bakteri ile {ireyen bakteri birbirine esit oldugundan ortamdaki
bakteriler sayica degismez Bakteriler bu donemde Olmeye baslamistr. Bazi

bakteriler diren¢ kazanir, flagellalarini kaybeder ve hiicre duvarlari etrafinda ince bir
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tabaka olustururlar. Bu ince tabaka, bakterilerin flok olusturmalarmi saglar. Flok

yapis1 biiyiiktiir. Ve iyi ¢okelir.

d) Oliim Dénemi: Olen bakteri hiicreleri sayica artmustir. Daha sonra iireyen bakteri
sayis1 sifira diiser ve bakteri 6liimii giderek artar, sonugta ortamda hi¢ canh bakteri

kalmaz.
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Sekil 2.2. Bakteri tireme donemleri (mikrobiyoloji. org, 2012)

2.5.2. Besin — mikroorganizma orani (F:M)

Mikroorganizmalarm besi maddesi biyodegradasyonu, BOI (Biyokimyasal Oksijen
Ihtiyaci) veya KOI (Kimyasal Oksijen Ihtiyac1) ile 6lgiilebilmektedir.
Mikroorganizmalarin agirhg, UAKM (ugucu askida kati madde) 0lgiilerek
belirlenmektedir. Bu bilgiler bize F:M oram1 hakkinda bilgi verir. F:M orany,
mikroorganizmalarin bilylimesi ve hiicrenin durumu hakkinda fikir vermektedir. Eger
bu oran yiiksek ise yeterli besin var ve bakteri biiylimesi hizlidir, aktif camur gengtir
demektir. Eger bu oran diisiik ise besi maddesi azdr ve bakteri biiylime hiz1 yavastir

demektir.
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2.5.3. Giris suyunun besin niteligi

Bakteriler cogalmak ve hiicresel fonksiyonlarmi yerine getirebilmek icin besin
maddelerine ihtiyag duyarlar. Karbon, azot, fosfor ve siilfiir kaynaklarina ek olarak
magnezyum, kalsiyum, demir ve bakir gibi mikro besinlere de ihtiya¢ duyarlar. Evsel
atiksular igerdikleri karbonhidratlar, proteinler ve yaglar ile bakterilerin ihtiyag
duydugu birgok besin maddesine kaynak olustururlar. Bakterilerin ihtiyac1 olan besin
oraninin hesaplanmasi i¢cin belirlenmis bir oran vardir, bu oran Karbon/Azot/Fosfor
(C/N/P) 100/5/1 veya 100/10/1 orani olarak bilinir. Eger bu degerlerden birinde bile
azalma s6z konusu olursa, mukus kaynakli camur kabarmasi ve kopik gibisorunlarla

karsilasilabilir.

2.5.4. Protozoa ve Rotiferler

Aktif ¢amurda protozoalarin bulunmasi, aritmadan ¢ikan atksuyun kalitesi ve
sistemin isletme sartlar1 hakkinda fikir vermektedir. Aerobik biyolojik aritmada
protozalar ikincil Oneme sahiptirler fakat suyun pirifikasyonunda oldukga

Onemlidirler.

Aktif camurda bulunan protozoalar1 ii¢ biiyik sinifa ayrmak miimkiindiir.

1. Amibler
2. Flagellatlar
3. Siliyatlar (saplh siliyat, serbest yliziicii siliyat, kayan siliyatlar)

2.5.5. Amibler

Ikel ve tek hiicreli protozoanlardir. Diisiik debili ve kisa siire havalanan ortamda,
besi maddesinin bol bulundugu ortamda bulunurlar. Amibler ¢ok yavas hareket
edebilirler bu nedenle besi maddelerine zor ulasirlar. Havalandirma tankinda kisa
stirede bulunurlar. Kii¢ciik organik partikiillerle beslenirler. Eger ortamda amibler ¢ok
fazla miktarda bulunursa bu durum aritma tesisine sok yiiklemelerin yapildigi ve

¢Oziinmiis oksijenin miktarmin da diistiigli anlamina gelir.
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2.5.6. Flagellatlar

Flagellatlarin ¢ogu ¢6ziinmiis besi maddelerini absorbe ederek beslenirler. Amibler
gorinmemeye baglayinca ve hala ¢0ziinmiis besi maddesi miktar1 fazla olunca
ortamda flagellatlar g6zlemlenmeye baslanir. Flagellat ve bakteriler ¢oziinmiis
organik madde miktar1 azalma baslayinca rekabete girerler. Bu durumda flagellat
sayisinda azalma meydana gelebilmektedir. Flagellat varlimm ortamda ¢ok olmas1

ortamda ¢ézlinmiis organik maddelerin bol bulundugunu ifade etmektedir.

2.5.7. Siliyatlar

Ortamda siliyatlarin bulunmasi, ¢6ziinmiis organik maddelerin ortamda bittiginin
gostergesidir. Siliyatlar tamamen diger siliyatlarla beslenirler. Rotiferler ise
ortamdaki bakterileri tikketirler. Ortamda siliyat varhig1 iyi bir camurun gostergesidir.

Siliyatlar, flok olustuktan ve organik nutriyentler tiikkenince ortaya ¢ikarlar.

2.5.8. Serbest yiiziicii Siliyatlar

Bu siliyatlar, flagellatlar ortamda goriinmemeye baslayinca ortaya g¢ikar. Bakteri
popiilasyonunun artti§1 ve ortamda iyice yayildigi, flok yapisi olusmaya basladig
durumda serbest yiiziicii siliyatlar ortamda dominant olmaya baglar. Coktiirme

tankida yaygin olarak bulunurlar.

2.5.9. Kayan Siliyatlar

Flok partikiilleri biiyiiktiir ve stabildir. Kayan siliyatlar, flok partikiillerin tizerinde
veya flok i¢inde, biyofilm tabakasinda bulunmaktadwr. Ciinkii ancak bu sekilde

besinlerine ulasabilirler.

2.5.10. Saph Siliyat

Substrat yiizeyine tutunarak sabitlenirler. Camur floklarinda veya biyofilmlerde
yaygm bulunurlar. Coktiirme tankinda aktif camur ile dibe c¢okerler. Baz siliyatlar

predator, bazilar1 da omnivordurlar (¢esitli kiiciik siliyatlar, flagellatlar ve ortamda
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daginik bulunan bakteriler ile beslenirler). Sapli siliyatlar, olgun ¢amurda

gozlenmektedir. Olgun camurda kayan siliyatlar ve sapl siliyatlar dominanttir.

Bakteriler ile beslenen tiim siliyatlar, askidaki bakterileri agiz bolgeleri ile tiiketirler.
Bunlara en yaygm 6rnek Peritrichia’ dir. Birgok Peritrich’ ler saph siliyat seklinde
artma tesisinde bulunurlar. Bu mikroorganizmalarm sapl siliyat mu yoksa serbest
ylziicli siliyatlardan mm ortamda agirlikli bulunacagi aktif ¢camur veya biyofilm
olusumu belirler. Ciinkii serbest yiiziicli siliyatlar ve saph siliyatlar su ortamimda
dagilmis bulunan bakteriler i¢in rekabet i¢cindedirler. Partikiillerin ylizeyinde kayarak

beslenen siliyatlar, besinlere daha kolay ulasabilmektedirler.

2.5.11. Protozoalan etkileyen faktorler

Protozoalar1 Etkileyen Faktorler; Sicaklk (15-25 C°), pH: 7.2-7.4 ve besi

maddeleridir.

2.5.12. Rotiferler

Rotiferler, sik sik aritma tesislerinde bulunurlar, bakterileri tilkketerek beslenirler ve
mukus salgilayarak flok yapisini sekillendirirler. Flok yapisina katilamayan
bakterileri tiiketirler ve bulanikligin giderilmesini saglarlar. Rotiferler, ortamda uzun

bir siire sonra ortaya ¢ikarlar. Organik atiklarin stabilizasyonunu saglarlar.

2.5.13. Filamentli mikroorganizmalarin tanimlanmasi

Filamentler mikroroganizmalar, Filament Sekli, Filament Boyu, Hiicre sekli, Hiicre
Boyu, Hiicre Septa, Kihf (var/yok), Dallanma (dogru/yanhs), Epifit (eklenti

olusturarak  ireme),  Hareketlilik, Intraselliilar  graniil varhgma  gore

tanimlanabilmektedirler (Tablo 3.1).
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2.5.14. Tipik Aktif Camurda bulunan Protozoa ve Metazoalar

Protistler, aktif camur sistemlerinde atiksuyun aritilmasinda ¢ok 6nemlidirler. Ciinkii
bakteriyel biyokiitle ile beslenerek atiksuyun temizlenmesinde birincil rol
tistlenmektedirler. Siliyatl protista grubunun eksikliginde atiksuyun BOI si yiikselir
ve bulankhk oldukca artar. Siliyatlar ayrica patojenik ve fekal bakterilerle
beslenirler. Siliyat yoklugunda ortamdaki E.coli %50 oraninda varligini

sirdiirmektedir. Fakat siliyat varliginda bu oran %5 ’e diismektedir.

Aktif camur sisteminde mikrofauna indikator olarak kullanilabilmektedir. Bunun i¢in

aktif camurun su karakteristigi gostermesi gerekir;

a) Mikrofauna hiicreleri yitksek yogunlukta olmal (>10° hiicre/L)’ dir.
b) Mikrofauna, baslica kayan siliyatlar, sapli siliyatlar ve yiiziicii siliyatlardan
Olusmahdir.

) Mikrofauna ¢esitliligi yiiksek olmali, tiirler arasinda basknlik olmamalidir.

Mikrofaunada baskin gruplarin teshisi ve identifikasyonu tesisin isletme sartlar
hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir (Sekil 2.3). Eger mikrofaunada sapl ve kayan
siliyatlarin miktar1 artiyorsa sistemin igletme performansi artiyor demektir. Ayrica
serbest yiiziicii siliyatlarin baskinhgi, farkli kayan siliyat tiirlerinin ortaya ¢ikmas1
cesitli isletme sartlar1 ile yakindan iliskilidir. Ornegin, ¢camur kalitesi diisiik aktif
camurda, Opercularia ve Trachelophyllum genuslar1 (cins), ve Vorticella
microstoma tirii bulunmaktadir. Camur kalitesi yiksek aktif ¢amurda ise
Aeroplasma sp., Arcella sp., Carchesium sp., Epistylis sp., Euglypha sp., Euplotes
sp., order Monogonata, Peranema sp., Trithigmostoma sp., Trochilia sp., Vorticella
aquadulcis ve Zoothamnium sp. bulunmaktadir. Ayrica aktif camurda Nemotoda alt
sinifi da yer almaktadir. Opercularia sp. ve V. microstoma’ nn havalandirmanin
yetersiz oldugu durumda ortaya ciktizi disiiniilmektedir (0.2-0.5 mgO,L™?).
Aelosoma sp., Carchesium sp., Euglypha sp., Arcella sp., order Monogonata,
Trochilia sp., Vorticella aquadulcis ve Zoothamnium sp oksijen yeterli oldugunda (1-

2 mg O,L ™) ortaya ¢ikmaktadirlar. Nitrifaksyon proseslerinde Aelosoma sp., Arcella
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sp., Carchesium sp., Coleps sp., Epistylis sp., Euplotes sp., Trochilia sp., ve order
Monogonata yogun olarak bulunmaktadir. Ayrica Peranema sp., ve Vorticella
microstoma geng aktif camur (birkag giinliik) i¢in indikator iken Aelosoma sp.,
Arcella sp., Euglypha sp., ve Digonata, Monogonata order varhgi ise yaslh ¢camur (20
giinden fazla) i¢cin indikatordir (Ginoris ve ark., 2007). Protozoa ve metazoa
komuniteleri, isletme sartlar1 ile ¢cok hizli degisim gostermektedir ve her aritma
tesisinde diizenli olarak her giin faunal yapi gézlenmelidir. Aritma tesisilerinde

faunal yap1 dinamiklerinin anlasilabilmesi i¢in aylik olarak izlenmesi gerekmektedir
(Chen ve ark., 2004; Amaral ve ark., 2008).

i Cékelme
T Dfarfviler Zognf Flok
=
3
=
t
=]
S
i
3
Driguitc SRT Vikcsek

Yuksek F /M gt
[ 1 Amikdmsiler I 2o Silatior
N Flagellatar [ Rotiferier

N Serbest Vizaad Sitiotor I remoodior

Sekil 2.3. Mikroorganizmalarin géreceli istlinliik diyagrami

Aktif camur sisteminde flok yapisi, ¢oziinmiis oksijen miktari, karigstirma etkisi, pH,

besi maddesikontrol altinda tutularak iyi bir aritma saglanabilmektedir.



BOLUM 3. GEREC VE YONTEM

3.1. Analiz Yonte mleri

3.1.1. KOI analizi

Kimyasal oksijen ihtiyact analizleri Standart Methods 5220-B-COD-1998-P5-14" ¢
gore yapilmistir.

3.1.2. BOI analizi

BOIi analizleri HACH LANGE - WTW marka BOI seti ile manometrik olarak ve
Standart Methods 5210-C, BOD-1998-P5-7’ ye gore de yapilmustir.

3.1.3. Yag-Gres analizi

Yag-gres analizleri FOSS marka yar1 otomatik yag-gres cihaziyla Standart Methods
SM5520-D-YG-1998-P:5-38 e gore yapilmistir.

3.1.4. TOK/TN analizi

TOK/TN analizleri HACH LANGE marka cihazla yapilmistir.

3.1.5. Sabun analizi

Biyodizel atiksuyundaki sabun miktari, sabun degeri olarak bulunmustur. Yapilan
analizde 0.1 N HCL, Bromfenol Blue Indikatdrii, Izopropil alkol (%99.5)
kullanilmaktadir. Deney numunesinden 5-10 gr numune tartilarak 250 mL lik
erlenmeyere konur. 50 mL Izopropil alkol ilave edilir. Bromfenol Blue Indikatorii
eklenir. Kalic1 sar1 renk verinceye kadar 0.1 N HCL ile titre edilir. Ham biyodizel
atiksuyu ile yapilan deney sonucunda sabun degeri: 19.52 mg sabun/gr numune

olarak elde edilmistir.
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3.1.6. Askida Kati Madde (AKM) analizi

Askida Kati Madde analizleri Standart Methods 2540-D-Total Suspended Solids
Dried at 103-105 °C -1998-P5-14’ ¢ gore yapilmistr.

3.1.7. Ucucu Askida Kat1 Madde (UAKM) analizi

Ucucu Askida Kat1 Madde analizleri Standart Methods 2540-E-Fixed and Volatile
Solids Ignited at 550 °C’ e gore yapilmustir.

3.1.8. pH dl¢iimii

pH, HANNA pH 211 marka pH metre ile 6l¢iilmiistiir.

3.1.9. Coziinmiis Oksijen 6l¢iimii

Coziinmiis Oksijen, WTW Oxi 3151 tagmabilir Oksijen Metre, Cellox 325 elektrotlu
probla 6l¢lilmiistiir.

3.1.10. Bakteri boyama yonte mleri
3.1.10.1. Gram boyama

Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir. Kristal violet (veya metil violet)
soliisyonu ile 2-3 dakika boyanir. Boya dokiiliir ve preparat iizerine lugol solusyonu
konarak 1-2 dakika beklenir. Lugol solusyonu dokiilir. Absolut alkolde dekolere
edilir (alkol renksiz akmcaya dek). Su ile yikanir. Safranin (veya eosin, sulu fuchsin)
ile 5-10 saniye boyanr. Su ile yikanarak boya giderilir. Kurutma kagidinda (veya
havada) kurutulur. Sedir yagi konarak immersiyon objektifi ile muayene edilir. Bu
yontemle mor goriilen mikroorganizmalar Gram pozitif ve pembe goriilenler de
Gram negatif olarak degerlendirilirler. Geng mikrobiyal kiiltiirler, genellikle kuvvetli
Gram pozitif goriilmelerine ragmen, eski kiiltliirlerde Gram negatiflie dogru bir

egilim vardir (Jenkins, Richard ve Daigger, 2004).
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3.1.10.2. Neisser boyama (Albe rt Metodu)

Boyama aninda bir tiip i¢inde iki kisim Neisser A, bir kisimda Neisser B eriyikleri
karstirilir. Havada kurutulmus ve tespit edilmis preparatin iizeri bu boya ile kaplanr.
10 sn bekledikten sonra yikamadan, kurutma kagitlar1 arasinda kurutulur. Preparatin
tizerine krizoidin eriyigi dokiiliir, 3 sn tutulup hemen kurutma kagitlar1 arasinda
kurutulur ve bu boyada fazla tutulmamasima dzen gosterilir. immersiyon objektifi ile
bakildiginda sar1 boyali bakterilerin i¢lerinde (daha ¢ok u¢ ve orta kisimlarinda) koyu
kahverengi-mor boyali metakromatik cisimcikler goriiliir (Jenkins, Richard ve
Daigger, 2004).

3.1.10.3. PHB boyama

Preparat hazirlanr ve havada kurutulur. Lam iizerine 10 dakika Solusyon 1 dokiiliir.
1 saniye su ile yikanir. 10 saniye Solusyon 2 ile lam muamele edilir. Lam yikanir ve

kurutulur. immersiyon yagl objektifte incelenir. Gdzlenen mavi-siyah graniiller

hiicre i¢i PHB graniilleridir (Jenkins, Richard ve Daigger, 2004).

3.2. Biyodizel ve Atiksuyu Uretilmesi

Deneylerde kullanilacak olan atiksuyun Ozelliklerinin degismemesi Ve proje
doneminde biyodizel iiretimine iike genelinde ara verilmesi sebebiyle laboratuvarda
biyodizel ve atksu {iretilmistir. Deneylerde kullanilacak olan atiksularin elde

edilebilmesi i¢in dnce biyodizel liretimi yapilmustir.

Metil ester iiretimi i¢in, reaksiyon girdisi olarak yagm litresi bagma 200 mL metanol,
3,5 - 4 g. KOH kullanilmistir. i1k olarak, katalizor vazifesi gdrecek KOH, metanol
icerisinde karistirilmak suretiyle ¢oziindiiriilmiis, daha sonra alkol-katalizor karigmmu
o srada baska bir kabm i¢erisinde 40°C’ ye kadar sitilmis durumda bekleyen yagin

icerisine bosaltilmustur.

Daha sonra bu karigim, 1 saat boyunca 55-60 °C sabit sicaklikta karistirilmaya tabi

tutulmustur. Karstirma islemi i¢in sicaklik termostath ve devir ayarli manyetik

karstrict kullanilmistr. Karistirma durduruldugunda, agik kahverengi renkte
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‘gliserin’ tabakas1 ¢okelmeye baslamis ve iki faz olusmustur. Sekil 3.1’ de {iretilen
esterler ve gliserin tabakalar1 goriilmektedir. Bir gece boyunca ayrigmanmn tamamen
gerceklesebilmesi igin bekletilen ‘ester + gliserin’, daha sonra birbirinden ayrilarak
ester tabakas1 ayr1 bir kaba alinmistrr. Elde edilen esterin igcerisinde reaksiyondan arta
kalan alkol, katalizor, gliserin vs. artiklarini uzaklagtirmak i¢in yikama iglemi
yapimistr. Bu islem i¢in, bir kaba ester hacminin yaris1 kadar saf su ilave edilmis,
hava pompas1 ve hava tas1 vasitastyla kabarcikli bir sekilde yikama yapilmustir. ilk
yikama yaklasik 7-8 saat siirmiis, ihtiyaca gore tekrar edilmistir. ik yikama sonrasi
elde edilen biyodizel ve yikama suyu fazlar1 Sekil 3.1 ve 3.2° de goriilmektedir.

Yikama sirasinda emiilsiyon olugsmamasina dikkat edilmistir.

Sekil 3.1. Uretilen esterler ve gliserin tabakasmm ¢okelti olarak o lusumu.

Sekil 3.2. 1lk yikama sonras1 ester tabakas1 ve beyazrenk almis su tabakasmmn goriiniimii
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3.3. Ekstraksiyon Calis malar

Biyodizel atiksuyu 17294- 25252 mg/L gibi ¢ok yiiksek degerlerde yag-gres
icermektedir. Yag-gres, biyodizel {iretimi sirasmnda, reaksiyonun tamamlanmamig
olmasindan dolay1 esterlesmemis olan yagdan ileri gelmektedir. Sabun ise serbest

yag asitlerinin KOH katalizriiyle reaksiyonu sonucunda meydana gelmektedir.

Atksuyun KOI ve TOK degerinin ¢ok dnemli bir kismi bu yag ve sabundan ileri
gelmektedir. Yag ve sabunun atiksudan uzaklastiriimasi durumunda KOI ve TOK
degerinin 0nemli Ol¢iide azaltilabilecegi beklenebilir. Bu safsizliklarin atiksudan
almabilmesi i¢cin degisik solventler ile ekstraksiyon c¢alismalart yapilmistrr.
Ekstraksiyon islemiyle atiksudaki biitiin ugucu olmayan hidrokarbonlar, sabunlar,
vakslar, yaglar ve solvent fazina gegebilecek diger maddeler ekstrakte edilebilir.
Ektraksiyonlarda organik faz olarak hekzan (Merck marka, %95 saflikta ve 20°C de
sudaki ¢oziiniirliigii 0.0095 g/L), ve metil tersiyer biitil eter (Merck marka, %99
saflikta ve suda ¢Oziinirliigii olmayan) kullanilmistir. Ekstraksiyon c¢aligmalari
termostath ve megnetik karistiricili su banyosunda 100-250 mL lik erlenmeyerler
icinde yapilmustir (Sekil 3.3). Atkksuyun pH’1 1:1 HCl ile ayarlanmistir. Ekstraksiyon
caliymalar1 degisik pH, sicaklik, solvent-atksu oram1 ve degisik siireler i¢in

tekrarlanmustir.

Sekil 3.3. Ekstraksiyon sistemi
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3.4. Elektrokoagiilasyon Cahs malari

Elektrokoagiilasyon demir ve aluminyum anotlarin ¢éziinmesi sonucunda olusan 3
degerli katyonlar1 olusturur. Bu katyonlarin koagiilant etkisinin yani swa katotta
olusan hidrojen gaz1t yumaklarm ve yag-gresin flote olmasini saglar.
Elektrokoagiilasyon, 6zellikle yagh atiksularmn aritilmasida ¢ok etkilidir. Biyodizel
atiksular1 yiiksek oranda yag-gres icerdiginden, on aritmada elektrokoagiilasyon

isleminden yararlanabilecegi diistiniilmist{ir.

3.5. Biyolojik Antma Calismalan

Biyolojik aritma ¢aligmalarinda ilk adim, tam karigiml siirekli aktif gamur sistemini
kurmaktir. Bu nedenle tam karisimli stirekli aktif ¢amur biyoreaktdr ¢alismalari
oncesinde ekstraksiyon ve elektrokoagiilasyon sonrasi atiksularin aktif ¢amura
etkisini ongérmek i¢cin kesikli caligmalar yapilmistr. Cilinkii bu atksularm aktif
camur mikrobiyolojisine nasil etki ettigi hakkinda literatiirde ¢aligma yer
almamaktadir. Ilk adim olarak biyoreaktdr sisteminin verimli cahsabilmesi igin
optimum kosullar belirlenmis, ki farkli atkksu numunelerinde 6nce pH, C6zlinmiis
Oksijen, Optimum siire, C/N orani, Seyreltme oranlart ayarlanmigtir. Daha sonra
KOIi, BOI, Yag-Gres, TOK, TN, TP, AKM parametrelerin analizi yapilmis ve
biyokinetik sabitler hesaplanmistir.

3.5.1. Aktif Camur ile biyolojik aritma ¢ahs malan
3.5.1.1. Kimyasal parametrelerin analizi
Giris ve Cikis Atksuyunda, Filtrelenmemis KOI, TOK, pH parametreleri 6l¢iimii

yapilmis, biyoreaktorde ise, AKM, UAKM, Sicaklik, pH, C6ziinmiis Oksijen (CO)

parametreleri analiz edilmistir.
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3.5.1.2. Nutrient ilaveleri

Kesikli ve siirekli yapilan cahismalarda KOI:N:P oranlar1 100:6:1 olacak sekilde
NH4Cl, KH2PO4, MgSO4+7H20 ¢ozeltilerinden gerekli azot ve fosfor ve iz element
ilaveleri yapilmgtur.

3.5.1.3. Sicakhik dl¢iimle ri

Kesikli ve siirekli calismalarda biyoreaktor icindeki sicaklik 25 + 2 °C arasinda

degismistir.

3.5.1.4. Coziinmiis oksijen dl¢ciimleri

Kesikli ve siirekli caligmalarda reaktor i¢indeki ¢6zlinmiis oksijen 2 mg/L’ nin altma

diismeyecek sekilde kompresor ve hava pompasi ile ayarlanmugtir.

3.5.1.5. pH dl¢iimleri

Besleme suyunun pH degeri 7-7.5 arasinda tutulmustur.

3.5.1.6. BOI kinetik parametreleri hesaplanmasi

BOI kinetik parametreleri Thomson ydntemi ile hesaplanmstir. Asagida bu metot

verilmektedir.

Thomas Grafik Metodu:

Bubir yaklagik metottur. Asagidaki esitlige dayanir (Singh, 2004).

(ty)*° = 1/(2.3 kLo) Y3 + [(2.3 k)2"/6 Lo 7. t (3.1)
k=2,61 (b/a) (3.2)
k'=2,303.k (3.3)

Lo=1/(2,3.k.a% (3.4)
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BOI deneyleri sonucunda elde edilen verilerlerden k, k' ve L, kinetik parametreleri

yukarida yer alan formiillere gore hesaplanmistir.

3.5.2. EBA, FeELBA, AIELBA ile yapilan kesikli cahs malar

Karaman/SAKARYA biyolojik aritma tesisinden alinan aktif ¢amur numunesi,
laboratuvarda kurulan kesikli sistemlere konularak siirekli isletmeye alinmadan 6nce

kesikli olarak ¢alistirilmstur.

Bu ¢aligmalarin yapilmasindaki amag;

a) On gahismalarla farkh seyreltmelerdeki EBA’ nin kesikli sistemde aritilabilirligini
ortaya koymak

b) Cesitli So/Xo degerlerinde TOK degisimini incelemektir.

3.5.2.1. EBA ve AIELBA ile yapilan 6n caligymalar

Karaman biyolojik aritma tesisinden alman aktif camur numunesi, laboratuvarda
kurulan kesikli sisteme konularak siirekli isletmeye alinmadan 6nce kesikli olarak
calistirilmistir. Bu ¢alisma, 10L hacminde cam akvaryum i¢ine havalandirma taslari
yerlestirilerek  siirekli havalandirilarak  yapilmistir. Aktif c¢amur, belli bir
konsantrasyona gelene kadar yaklasik 14 giin kesikli olarak EBA ile beslenmistir, her
giin havalandrma durdurulduktan 30 dakika sonra ist stvidan 5 L alinip atilmistir.
Daha sonra da EBA’ dan 5 L ilave edilerek KOI giderimi izlenmis ve maksimum
AKM 2500 mg/L olunca bu ¢aligma sonuglanmistir. Ayni calisma AIELBA i¢in de

tekrarlanmustir.

3.5.3. Tam kansimh siirekli reaktor

Biyodizel atiksuyunun hekzan ile ekstraksiyonundan sonrasi (EBA) ve Al
elektrokoagiilasyonu sonras1 (AIELBA), biyolojik olarak aritilabilirligini incelemek
lizere tam karisimli siirekli akimli bir havalandirma reaktorii dizayn edilmistir (Sekil

3.4),
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Sekil 3.4. Tam karigimli siirekli reaktor

Havalandirma tinitesinin boyutlary, 140 cm X 200 cm X 180 cm olup hacmi 5L’ dir.
Coktirme {initesinin de hacmi 2,7 L, son iinite de 106 cm x200 cm x103 cm

boyutlarinda olup 3.29 L hacmindedir.

Laboratuvarda kurulan tam karisiml1 siirekli aktif ¢camur sistemi; 4.35 saat hidrolik
bekleme siiresinde siirekli olarak 25.82 L/giin debide EBA ile beslenerek ve

¢Oziinmiis oksijen seviyesi 2-3 mg/L arasinda havalandirilarak caligtirimstur.

Hidrolik bekleme siiresi hesab1 1.5 no’ lu denklem ile hesaplanmustir.

_ \%
Oh = (Q+q) (3:5)

Burada;

V = aerobik aritma reaktdr hacmi (L)

O = hidrolik bekleme siiresi (sa)

Q = giris debi (L/sa)

q = c¢amur geri devir debisi(L/sa)

Literatiirde konvansiyonel aritma i¢in F/M orani1 0.8 - 2 arasinda olmasmm uygun
olacag belirtilmektedir. EBA’ nin ve ALELBA’ nin konsantrasyonu, F/M oranima
gore calisiimistir. F/M orani 1.6 no’ lu denklem ile hesap lanmustir.

F _ SoQo
M XV (3.6)
Burada;

So= Giris atiksu KOI degeri (kg/m®)
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Qo = Giris atiksu debisi (m®/ giin)
X = Karigmis askida kat1 madde (kg/ m’)
V= ReaktSr hacmi (m°)

Yukaridaki isletme sartlarinda isletilen ve kararli haldeki biyoreaktdriin, kirlilik
parametrelerinin giris, ¢ikis degerleri ve aritma verimleri Tablo 4.12 ve 4.13” te yer
almaktadwr. Aktif ¢amur kinetik katsayilari ise grafik metodu ile belirlenmistir. Bu

sonuglar Sekil 4.14 -4.15-4.16-4.17 de yer almaktadr.

Kinetik sabitler elde edildikten sonra, biyoreaktor 2 ay siire ile isletilmis ve haftalik
olarak aktif camur 6rnegi DNA izolasyonu i¢in toplanarak depolanmustir. Bu siire
boyunca, TOK, TN, AKM, UAKM, SV, SVI parametreleri analiz edilmistir. Ayrica

mikroorganizmalarm fenotipik identifikasyonu yapilmustir.

3.6. Aktif Camur Fenotipik Identifikasyon

Biyoreaktorden haftalik alinan numunelere Gr, Neisser, PHB boyama yapilarak ve
canli olarak mikroskopta incelenmistir. Hazirlanan preparatlar, faz kontrast
(Olympus BX51) 6zellikli, DP 20 Kamerali, BSW yazilim 6zelligi olan mikroskob
ile incelenmistir. Preparatlar Tablo 3.1’ e gore tanimlanmis ve sonuglar Tablo 4.15-

4.16’° da belirtilmistir.



Tablo 3.1. Filamentli bakterilerin teshis anahtar
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. Gr . . S S Diger He. . . . . Hec.Septast | Girintili .
Filament Neisser Neisser . Trikom Trikom Trikom Trikom Eklentili
. Boyam . Graniil Graniil Inkliizyonl Aak Hc. Kihf
Tipi Trikom | Granaiil L Genisligi [ Uzunlugu Sekli Lokasyonu Biiyiime
a in situ S Test an Goriiliiyor Septasi
S.natans N : - - - PHB 10-14 500 D FY + + + -
Tip 1701 ) - - - - PHB 0608 20-80 D-B DS-FY + + + ++
Tip 0041 +D - -+ - - - 14-16 100-500 D DS- FY + - + -
Tip 0675 +D - - - - - 0810 | 50-150 D DS + ] R e
Tip 021N . - -t -+ + PHB 10-20 50-500 D-HK FY + ¥ _ )
Thiothrix | o - -t +,- + PHB 1425 100-500 D-HK FY + - + ]
Thiothrix 11 . ) -t +- + PHB 08-14 50-200 D-HK FY + R N ]
Tip 0914 ot - -+ -+ - PHB 10 50-200 D FY - SFD + ] - )
Beggiatoa ot - -+ +- + PHB 12-30 100-500 D SFD -+ i i -
? - - - - - - - - -
Tip 1851 * - 08 100-300 D-B FY + N +
Tip 0803 . - - - - - 08 50-150 D EY - SFD + . R i

1: Gr, 2: Neisser (trikom), 3: Neisser (graniil), 4: S graniil (in situ), 5: S graniil (Stest), 6: Diger He. Inkliizyon, 7: Trikom genisligi, 8: Trikom uzunlugu, 9: Trikom sekli, 10: Trikom bolgesi, 11: He.
Septasiagik, 12: Girintili He. Septasi, 13: Kilif, 14: Eklentili Biiytime

+:Pozitif, - : Negatif, D: Degisken +,- veya -,+: Degiskenin 1.1 daha ¢ok gbzleniyor, D: Diiz, B: Bikilmis, HK: Hafif KivrimlIi, S: Spiral, DS: Diizensiz Sekil, FY: Flok Yiizeyinde yer aliyor, SFD:

Serbest Flok Diginda yer aliyor.
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Tablo 3.1. (Devam)

. . . S Diger He. . . . Trikom | He.Septast | Girintili .
Filament Gr Neisser Neisser | S Graniil . Trikom Trikom Trikom Eklentili
. . L Graniil | Inkliizyonl Lokasyo Agk Hc. Kihf
Tipi Boyama | Trikom Granaiil insitu Genisligi Uzunlu gu Sekli Biiyiime
S Test an nu Goriiliiyor Septasi
Tip 0092 - + - - - + 08-1.0 20-60 D-B DS + - - -
Tip 0961 - - - - - - 08-12 40-80 D FY + - - -
M.
) + - + - PHB 08 100-400 S DS - - - -
parvicella
Nocardia + - + - - PHB 10 10-20 DS DS +- - - -
N.
o + + - - - - 08 100 S DS-FY - - - -
limicola |
N.
. -t + - - - - PHB 12-14 100-200 S DS -FY + + - -
limicola Il
N.
o + + - - - PHB 20 200-300 S DS-FY + + - -
limicola 111
H.
. - - - - - - 05 20-100 D-B FY- SFD - - + -+
hydrossis
Tip 0581 - - - - - - 0508 100-200 S DS - - - -
Tip 1863 - - -t - - - 08 20-50 B-DS FY-SFD + + - -
Tip 0411 - - - - - - 08 50-150 B-DS FY + + - -
1: Gr, 2: Neisser (trikom), 3: Neisser (grantil), 4: S graniil (in situ), 5: S graniil (Stest), 6: Diger He. Inkliizyon, 7: Trikom genisligi, 8: Trikom uzunlugu, 9: Trikom sekli, 10: Trikom bolgesi, 11: Hc.

Septast Agik, 12: Girintili He. Septasi, 13: Kilif, 14: Eklentili Biiytime

+ :Pozitif, - : Negatif, D: Degisken +,- veya -,+: Degiskenin 1.1 daha ¢ok gizleniyor, D: Diiz, B: Bikiilmis, HK: Hafif KivrimlIi, S: Spiral, DS: Diizensiz Sekil, FY: Flok Yiizeyinde yer aliyor, SFD:
Serbest Flok Digmda yer aliyor.




32

3.7. Aktif Camurdaki Mikroorganizmalannn Molekiiler Tamsma Yonelik
Cahs malar

3.7.1. Aktif Camur orneklemeleri

EBA ve AIELBA’ nm 2 aylik siirelerde aritma ¢aligmalart sirasinda aktif camur
ornekleri kullanilincaya kadar —20 °C’ de depolandi. Daha sonra bu orneklerden,
ticari olarak satilan FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) protokoliine
uyularak genomik DNA ekstraksiyonu yapildi. Ve PZR g¢alismalarina baslayincaya
kadar — 20 °C’ de depoland1.

3.7.2. Genomik DNA izolasyonu

Haftalk olarak toplanan aktif gamurdan DNA saflagtirilmas1 FastDNA® SPIN Kit
for Soil kiti kullanilarak yapildi. Kisaca; 500 mL aktif gamur 6rnegi Lysing Matrix E
tiipiine transfer edildi ve 978 puL Sodyum Fosfat Tamponu ile 122 pL MT tamponu
eklendi. Numune 40 saniye siireyle homojenizatdrde (Roche, MagNA Lyser) 7000
rpm de tutularak homojenize edildi. Numune daha sonra, 5-10 dak. 14.000 x g de
santrifiijlendi ve st sivi alindi Sipernatant yerine Ust sivi, temiz 2.0 mL’ lik
mikrosantrifiij tiipline aktarilarak 250 puL. PPS (Protein Coktiirme Cozeltisi) ilave
edildi ve el ile 10 defa karistirildi. Peletlerin ¢okmesi i¢in 14.000 x g de 5 dakika
santriflij edildi. Stipernatant, 15 mL temiz tlipe aktarildi. Yeniden siispanse edilen
Binding Matriks Siispansiyonundan 1 mL, 15 mL tiipteki siipernatanta ilave edildi.
Numune 2 dakika boyunca (DNA’ nin baglanmasi i¢in) elde ya da vorteks
yardimiyla karistirildi. Ornekler tiip sporuna konularak 3 dakika (silika matriksin
cokmesi i¢in) bekletildi. Binding Matrix in ¢okeldigi tiipten 500 pL siipernatant,
almarak yeni tiipe transfer edildi Engellenerek ayrilip bosaltildi. Siipernattantan
kalan Binding Matrix, tekrar siispanse edilerek yaklagik 600 puL karigmis numune,
SPIN™ Filter ¢ a transfer edilip 14.000 x g de 1 dakika santrifiij edildi. Yakalama
tiipl (catch tube) bosaltilip SPIN™ Filter © deki arta kalan karigim, tekrar Onceki gibi
santrifiij edildi. Yakalama tiipii (catch tube), tekrar bosaltildi. Daha 6nce hazirlanmisg
olan SEWS-M’ den 500 pL, numuneye (SPIN fitlerdaki igerik) ilave edilip ve
pipetleme ile peletler nazikge tekrar stispanse edildi. Numune, 14.000 x g de 1 dakika
santrifiij edildi. Yakalama tiipii (catch tube), bosaltilp ve yenisi ile degistirildi


http://www.qbiogene.com/fastprep/soil.shtml
http://www.qbiogene.com/fastprep/soil.shtml
http://www.qbiogene.com/fastprep/soil.shtml

33

Herhangi bir siv1 ilave edilmeksizin numune, 14.000 x gde 2 dakika siiresince ikinci
defa santriftij edildi (matriksin yikama soliisyonu artiklarmmdan kurtulmasi ve
numunenin kurumasi i¢in). Yakalama tiipii ¢ikarilip yerine yenisini takildi. SPIN™
Filter, oda sicakliginda 5 dakika havada (etanolun u¢gmasi i¢in kapak agik) kurutuldu.
Binding Matrix (SPIN™ Filter iizerindeki), 50 - 100 uL. DES (DNase/Pyrogen-free
Water) ile nazikge tekrar siispanse edildi. Temiz yakalama tiipii icinde 14.000 x g de
1 dakika santrifiijle yikkanmis DNA elde edildi. Genomik DNA &rnekleri, -20 °C de

uzun siire veya 4 °C de kullanincaya kadar sakland:.

3.7.3. Molekiiler tam i¢in mikroorganizma gruplarmin secimi ve primerlerin

tasarnmi

Aktif camur biyokiitlesini olusturan ¢esitli mikroorganizmalari tanimlamak ig¢in;
filamentli bakteriler, Actinomycetes, Amonyak okside eden bakteriler (AOB), ¢esitli
funguslar,  Acinetobacteria ve ¢amur kabarmasini  tanimlamak  igin
mikroorganizmalara ait primerler tasarlanmigtir. Kullanilan primerler, Tablo 3.2” de

yer almaktadir.



Tablo 3.2. Aktif gamurun molekiiler diizeyde tanisii¢in kullanilan primerler.

Belirlenmesi

repR

CGICTTATCIGGCCTAC

rRNA . . Boyut
Hedef Grup B Primer Adi Primer Dizisi (5'-3") Kaynak
Kaynag (Bg)
341f CCTACGGGAGGCAGCAG
Filamentli Bakteriler 16SrRNA 341f-GC CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG 585 (Gulez ve de los Reyes, 2008)
926r CCGTCAATTCCTTTGAGTTT
F243 GGATGAGCCCGCGGCCTA 1175
Actinomycetes 16SrRNA R1378 CGGT GT GTACAAGGCCCGGGAACG 433
F984GC gc-AACGCGAAGAACCTTAC (Heuer ve ark., 1997)
. Vr ATTACCGCGGCT GCT GG
Bakteri 16SrRNA 193
Vf CCTACGGGAGGCAGCAG
Amonyak Okside Eden CTO654r CTAGCYTTGT AGTTTCAAACGC
. 16SrRNA 485 (Pholchan ve ark., 2010)
Bakteriler (AOB) CTO189r GAGRAAAGYAGGGGATCG
530f GT GCCAGCMGCCGCGG
1392r ACGGGCGGTGTGTRC 862
Fungi 18SrRNA nu-SSU-0817-5’ TTAGCAT GGAAT AATRRAATAGGA (Bomeman ve Hartin, 2000)
nu-SSU-1196-3’ TCTGGACCT GGTGAGTTTCC 400-500
nu-SSU-1536-3 ATTGCAAT GCYCTAT CCCCA
27f AGAGTTTGATCCTGGCTC AG
Bakteri 16S rRNA 1505
1492r TACGGY TACCTT GIT ACGACTT
Acd36f TTT AAG CGA GGA GGA GG (Vanbroekhoven ve ark.,
C
. ATT CTACCATCCTCT CCC 240 2004)
Acinetobacter 16SrRNA Ac676r
CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG 460
GCAc436r
GGG G
Camur Kabarmasmin repF IICGICGICAT CIGG
16SrRNA - (Soltysik veark.,2011)
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3.7.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Oncelikle Aktif ¢amurdan izole edilen DNA 6rneklerinde yukarida agiklanan
primerlerle teshise yonelik olarak polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirildi PZR

bilesikleri ve miktarlari Tablo 3.3’ te verilmistir.

Tablo 3.3. Aktif camurda yaygm bulunan mikroorganizmalara 6zgii primerlerle yapilan PZR ve REP-
PZR bilesenlerin miktarlari.

PZR REP-PZR
PZR Bilesenleri Bilesenlerin Bilesenlerin
Miktarlar: (ul) Miktarlar (ul)
Genomik DNA (10ng/pl) 1 1
Primer 1 (ileri) (10 pmol) 1 1
Primer 2 (geri) (10 pmol) 1 1
dNTP karigimi (2.5mM) 1 2.5
MgCl; (25mM) 1 1
Enzim Tamponu (10x) 2.5 2.5
Tagq DNA polimeraz (0.5U/1 pl) 1 1
Toplam hacim* 25 25

*Karigimtoplam hacme bidistile su ile tamamlanir.

PZR makinesinde (Progene Techne) ayarlanan dongiilerin 1s1 ve siireleri Amonyak
Okside eden bakteriler, Filamentli bakteriler ve Acinebacteria i¢in 95°C’de 5 dakika
on-denatiirasyon, 95°C’ de 35 saniye, 56°C’ de 55 saniye; 72°C’ de 2 dakika olmak
iizere toplam 35 dongii ve son olarak 72°C’ de 10 dakikadir. Toplam eubakteriyal
popiilasyon ve funguslar i¢cin 95°C’de 5 dakika bekletildikten sonra 95°C’ de 35
saniye, 57°C’ de 55 saniye; 72°C’ de 2 dakika olmak iizere toplam 35 dongii ve son
olarak 72°C’ de 10 dakikadir. Actinomycetes’ ler icin 95°C’de 5 dakika
bekletildikten sonra 95°C” de 35 saniye, 63.5°C’ de 55 saniye; 72°C’ de 2 dakika
olmak {iizere toplam 35 dongii ve son olarak 72°C’ de 10 dakikadir tutularak PZR

sonlandirilmastur.

REP-PZR i¢in ise i¢cin 94°C’ de 5 dakika bekletildikten sonra 94°C’° de 1,41°C’ de 1
dakika; 72°C’ de 2 dakika olmak iizere toplam 40 dongii ve son olarak 72°C’ de 10
dakikadr tutularak PZR sonland rilmustir.
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3.7.5. PZR iiriinle rinin analizi

Tani amagh PZR firiinlerinin analizi i¢in %2’ lik; REP-PZR da ise %1.5° lik agaroz
jeller kullanild. Agaroz, 1X Tris - Asetat - EDTA (TAE) tamponunda (Tablo 3.4)
eritildi ve DNA’ nm ultraviyole 151k altinda gdriinmesini saglayan etidyum bromiir
(0.6 pw/ml) ilave edilerek elektroforez kasetine dokiildii. Jel polimerize olduktan
sonra 1X TAE igceren elektroforez tankma yerlestirildi PZR fdirlinleri yiikleme
tamponu (Tablo 3.4) ile karigtirilarak DNA’ nin kuyulara ¢okmesi saglandi. DNA’
lar, 80V elektrik akiminda (Thermo EC 250-90) yaklasik 60 dakika, REP-PZR
calismalarinda ise 90 dakika yiiriitiildii. Daha sonra 312 nm UV g1k altinda (Dual-
Intensity Transilluminatér B-689) fotograflandi. Ayrica REP-PZR’ da elde edilen
bant boyutlarmin goriintii analiz cihazi ve programi (KODAK Image Station
4000MM) kullanilarak belirlendi.

Tablo 3.4. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar

Tampon Icerik Miktar/100ml
) Tris Bazi 242gr
Tris - Asetat -EDTA (TAE)
. Glasiyal Asetik Asit 57.1ml
amponu
EDTA (pH 8.0) 0.5M (100 ml)
Bromo fenol mavisi %0.25
Elektroforez Yiikleme Tamponu
Sukroz %40

3.8. Secilen Mikroorganizmalarmn Aktif Camurdan izolasyonu

Kararli sartlarda isletilen biyoreaktordeki aktif camur numunesinden, aseptik
sartlarda 107 - 10® seyreltme hazirlanarak i¢inde durham tiip bulunan 10 mL lik
Laktoz Buyyon ve Nutrient Buyyon tiliplere 1 mL numune ilave edilmistir.
Hazirlanan tiipler, 48 saat siiresince 35 + 2 °C de inkiibe edilmistir. 48 saat sonra

Laktoz Buyyonda gaz olusumu gdzlenmistir.

Kullanilan besiyerleri Nutrient Buyyon (NB, Merck), Laktoz Buyyon (LB, Merck)

zenginlestirci besiyeri olarak kullanilmis, NB ve LB Buyyon’ da iireyen
mikroorganizmalar, Flourocult Violet Red Bile Agar (VRB-MUG Agar, Merck) E.
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coli aranmas1 ve sayilmasi i¢in selektif kat1 besiyeri olarak, Cetrimid Agarda (Merck)
P. aeroginosa’ nmn izolasyonu ve 6n tanimlanmasi i¢in selektif kati besiyeri olarak

kullanilmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Koloni Dogrulama Testleri (Ciftgi, 2008).

Aranan Bakteri Zenginlestirme Besiyeri Dogrulama Test
Pseudomonas aeroginosa NB-LB Cetrimide Agar (Merck) BBL Crystal E/F
Escherichia coli NB-LB VRB- MUG Agar (Merck) | BBL Crystal E/NF

NB: Nutrient Buyyon, LB: Laktoz Buyyon, VRB-MUG Agar: Flourocult Violet Red Bile Agar

Dogrulama testleri i¢in E.coli ve P.aeroginosa siipheli kolonilerden Tryptic Soy
Agar (TSA- Merck) ekim yapilarak 18-24 saat 35 + 2 OC de inkibe edilmistir.

Aktif gamurdan izole edilen E. coli, Gram-negatif, oksidaz negatif, indol pozitiftir. P.
aeroginosa, Gram-negatif, oksidaz ve indol pozitiftir. Yukaridaki testlerden sonra
BBL Crystal identifikasyon kitlerine Tryptic Soy Agar 24 saatlik taze kiiltiirden ekim
yapilmistir. 24 saat inkiibe edildikten sonra sonuglar gdzlenmistir (Tablo 4.18). Aktif
camurdan izole edilen E. coli ve P. aeroginosa dogrulama testlerine ilave olarak,
ticari satilan suslarla yukaridaki testlere paralel ekimler yapilarak identifikasyon
tamamlanmustr. Satin alinan suslar, E.coli ATCC 8739 ve P.aeroginosa ATCC
9027’ dir. Izole edilen E.coli ve P.aeroginosa biyodegradasyon ¢alismalarinda
kullamlmak iizere -70 °C de dondurularak stoklanmustir (Ciftci, 2008).

3.8.1. Minimum inhibisyon konsantrasyon testleri (MiK)

Tanist yapilan izolatlarin ve ticari olarak satin alman suslarin, mikroorganizmalar
icin toksik olabilecek maddelerin inhibisyon dozunu hesaplamak amac1 ile Ham
Biyodizel Atiksuyu (HBA) ile Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu tesleri
uygulanmis, MIK degerleri bir sonraki adimda HBA’ yu ile muamele edilecek
izolatlarin ve ticari olarak satin aliman suslarin HBA ilave edilme miktarlar1 igin
belirleyici olarak kullanilmistir. Deneylerde, biyodizel iiretimi sirasinda ¢ikan HBA
otoklavda steril edildikten sonra kullamlmistr. MIK deneylerinde 96 mikro kuyucuk
bulunan steril plakalar kullanilmigtir. HBA, ilk kuyucukta 50 pl olmak {izere Tablo
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3.6° da belirtildigi sekilde sonraki kuyucukta HBA orani mineral salt medium
(MSM) ile seyreltilerek kuyucuklara eklenmistir. 1 no’ Iu kuyucukta 50 pul HBA ve
50 pl bakteri soliisyonu mevcuttur. Bakterilerin buyyon kiiltiirlerinden alinarak
McFarland 3 (9x10®° CFU/ml) bulankhga gore ayarlanarak hazirlanan bakteri
soliisyonlar1 50 ul olarak kuyucuklara yerlestirilmistir. Bakteri soliisyonu % 0.8” lik
FTS (fizyolojik tuzlu su) ile hazirlanmis ve boylece HBA disinda karbon kaynagi
bulunmasi engellenmistir. 10 numarali son kuyucuga sadece MSM ve bakteri
soliisyonu konularak MIK testinin pozitif kontrolii olusturulmustur. Kuyucuklar
mikroplaka okuyucu ile okutularak bakteri iiremesi kontrol edilmistir (Ciftgi, 2008).
Tim kuyucuklara 1. kuyucukta 50 pl den baslayarak Tablo 3.6 da goriildiigii sekilde

serisulandirma yapilarak HBA eklenmistir.

Tablo 3.6. Seri sulandirma sonrasinda kuyucuklarda olusan HBA miktarlar1 (Cift¢i, 2008)

Kuyucuk 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numarasi

ul HBA 50 25 125 6.25 312 156 0.78 039 019

ul MSM - 50 50 50 50 50 50 50 50 50
ul Bakteri 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

3.8.1.1. Secilen izolatlarin ve satin alinan suslarnn ham biyodizel atiksuyu

(HBA)’ nu parc¢alama egilimi testleri

Tanis1 yapilan izolatlarm ve ticari olarak satin alman suslarm, MIK sonuclari
kaydedildikten sonra, her bir izolat i¢in 250 ml’ lik erlen icinde 50 ml MSM, 50 ml
HBA ve 50 ml McFarland 3 (9x10® CFU/ml) bulanklik testine gore hazirlanmus

bakteri soliisyonundan olusan diizenekler hazrlanmistur.

Erlenler calkalamali etiivde 25 °C de 150 rpm’ de 30 giin boyunca inkiibasyona
birakilmuis, 48 satte bir pH, TOK, TN 6l¢iimii yapilarak kaydedilmistir (C iftgi, 2008).

HBA parcalama yeteneklerinin belirlenmesi testleri 3 farkli grup olusturularak
yapilmistr. 1. grupta satin alinan suslar; E. coli ATCC 8739, P. aeroginosa ATCC
9027, 2. grupta bu iki tiirtin karigim1 (E. coli ATCC 8739, P. aeroginosa ATCC
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9027) 3. grupta aktif camur izolatlar1; E. coli, P. aeroginosa, 4. grupta; aktif camur

izolatlarindan iki tiiriin karisimi (E. coli, P. aeroginosa) incelenmistir.



BOLUM 4. SONUCLAR

4.1. Biyodizel Atiks uyunun Karakterizasyonu

Uretilen biyodizel atksularinm analizi yapilnus ve Tablo 4.1 deki sonuglar elde

edilmistir.

Tablo 4.1. Biyodizel atiksularinin analiz sonuglan

Parametre (mg/L) Deger
pH 11
KOI 305500 - 403540
Yag-Gres 17294 - 25252
TOK 54000 - 110000
TN 0
BOI;s 210400
AKM 12800
BOIs/KOi 0.69 - 0.52
CIN

4.2. Biyolojik Anntma Caliymalan

Deneylerde kullanilan biyodizel atiksuyu, materyal ve metot bdliimiinde de
belirtildigi gibi laboratuvarimizda yas yikama yontemi ile biyodizel iiretimi
sonucunda elde edilmistir. Ham biyodizel atiksuyu, hegzan ile ekstrakte edildikten
(EBA) sonra KOI degeri 15 000 - 40 000 mg/L araliginda kalmaktadr. Ham
biyodizel atiksuyu, Fe elektrot ile elektrokoagiilasyon (FeELBA) sonrasinda KOl
degeri 25 000 — 45 000 mg/L araliginda, Al elektrot ile elektrokoagiilasyon
(AIELBA) sonrasinda ise KOI degeri 26 000 — 30 000 mg/L araliginda kalmaktadr.
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Bu atiksularin, KOI degerinin SKKY’ inde belirtilen desarj limitlerine indirilebilmesi

icin biyolojik aritilabilirligi incelenmistir.

4.2.1. BOI deneyleri

EBA, FEELBA, AIELBA nununelerine ait BOI degerleri asagidaki Tablo 4.2 ve
Sekil 4.1-4.2-4.3-4.4° te verilmistir.

800

—t— EBA (mg/L)
700

=8 FeELBA (mg/L)
600 /_‘

s ALELBA (mg/L)
500
400 %‘—W
300 /7'
200
100

0 - f

BOI (mg/L)

Sekil 4.1. EBA, FeELBA, AIELBA nununelerine ait BOI-Zaman grafigi
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Tablo 4.2. EBA, FeELBA, AIELBA nununelerine ait BOI degerleri

EBA FeELBA AIELBA
t (Giin) y, BOI (mg/L) y, BOI (mg/L) y, BOI (mg/L)
0 150 36 36
1 173 40 65
2 293 84 148
3 30 20 342
4 453 218 410
5 513 222 438
6 553 232 438
7 596 232 444
8 636 232 452
9 666 232 458
10 673 232 470

Tablo 4.2 de yer alan deneysel veriler kullanilarak BOI kinetik parametreleri

Thomson yontemi ile hesaplanmistir. Asagida bu sonuglar verilmistir.

Tablo 4.3. Thomas Metodu i¢in hesaplanan EBA, FeELBA, AIELBA numunelerinin BOI degerleri

t Giin) EBA EB,?B FeEIBA Fe ELIID’BA AIELBA Al EL!SBA
y, BOI(mg/L) (th) y, BOI(mg/L) (th) y, BOI(mg/L) (th)

0 150 - 36 - 36 -
1 173 0.179467 40 0.292402 65 0.248711
2 293 0.189694 84 0.287685 148 0.23819
3 380 0.199119 204 0.244999 342 0.206236
4 453 0.206691 218 0.263755 410 0.213677
5 513 0.213608 222 0.282405 438 0.225164
6 553 0.221382 232 0.295725 438 0.239272
7 596 0.227309 232 0.311317 444 0.250749
8 636 0.232565 232 0.325487 452 0.260606
9 666 0.23819 232 0.33852 458 0.269852
10 673 0.245845 232 0.350621 470 0.277098

113 »

Thomas Metoduna gore (t/y)”~~ ’ e kars1 t degerlerinin grafigi ¢izilerek egim ve kesim

noktalar1 bulunur.
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Sekil 4.2. Thomas Metodu ile BOI 6Igiimlerinden k ve Lo degerlerinin tayini (EBA)
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Sekil 4.3. Thomas Metodu ile BOI 6 Igiimlerinden k ve Lo degerlerinin tayini (FeELBA)
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Sekil 4.4. Thomas Metodu ile BOI §Igiimlerinden k ve Lo degerlerinin tayini (AIELBA)
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t (Giin)

10

Grafigin egimi b ve ordinat1 kesim noktas1 a degerini verir. 1.2, 1.3 ve 1.4 no’ lu

denklemler kullanilarak hesaplanan k, k' ve L, degerleri asagidaki Tablo 4.4’ de

verilmigtir.

Tablo 4.4. Thomas Metodu i¢in hesaplanan EBA, FeELBA, AIELBA numunelerinin BOI Kinetik

Sabitleri
Egim (b) Kesim (a) k k' Lo (mg/L)
EBA 0.0071 0.1763 0.105 0.242 754.864
FeELBA 0.0087 0.2601 0.087 0.201 283.029
AIELBA 0.0053 0.2191 0.06 0.145 654.743

4.2.1.1. BOI kinetik sonuclar

Tablo 4.4’ de yer alan Thomas Metodu i¢in hesaplanan EBA, FeELBA, AIELBA
numunelerinin BOI kinetik sabitleri swrasiyla 0.242, 0.201 ve 0.145 olarak elde
edilmisti. BOI kinetik sabitlerine gére EBA en vyiksek hizda biyodegrade
olabilmektedir. Sonrasinda FeELBA ve en son olarak ta AIELBA biyodegrade
olabilmektedir.
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Sekil 4.1 e gore her ii¢ atiksuyun arttilmasinda bakteriler ortalama 1 giin kadar
ortama adapte olmaya calisnuslardir (Lag faz). BOI egrisinde bakterilerin logaritmik
faz donemi, aritilacak atiksu karakterine gore degiskenlik gostermektedir. Elde edilen
BOI deneyi sonuclarma gdre EBA’ nm tamam neredeyse biyodegrade
olabilmektedir. Fakat FeELBA ve AIELBA da durum farkhdwr. AIELBA
biyodegradasyonu FeELBA biyodegradasyona gore daha iyidir. BOI deney
sonuglari, EBA’ nin AIELBA’ ya gore daha az toksik oldugu FeELBA nimn ise en

toksik oldugunu gostermektedir.

4.2.2. EBA ile yapilan kesikli 6n ¢alis ma sonuclari

EBA’ nin farkli konsantrasyonlarda kesikli isletme sartlarinda 10 giin siire ile
havalandirilarak TOK giderimini tespit etmek amaciyla Karaman biyolojik aritma
tesisinden alman aktif ¢amur numunesi, laboratuvarda kurulan kesikli sistemlerde
calisilmistir. Clinkii bu atiksuyun, Klasik aktif gamur sistemlerine olan etkisini ortaya
koyan literatiir mevcut degildir. Biyolojik aritma ¢aligmalarinda kullanilan EBA’ nin
karakteristik 0zellikleri biyodizel iiretimi swrasinda degisiklik gostermektedir. Bu
calismada kullanilan EBA’ nin karakteristik 6 zellikler Tablo 4.5 te gdsterilmistir.

Tablo 4.5. Kesikli sistemde biyolojik aritmada kullanilan EBA’ nin ve EBA’ nmn elde edildigi HBA’
nin karakteristik 6 zellikleri

. HBA EBA

Olciilen Parametreler
KOI (mg/L) 403000 23750
TOK (mg/L) 54000 12160
BOI (mg/L) 185456 18860
TAKM (mg/L) 980 580
Yag ve Gres (mg/L) 25000 1422
NH4-N (mg/L) 0.98 0.142
PO4-P (mg/L) 0.56 0.75
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4.2.2.1. EBA’ mn farkh Kkonsantrasyonlarda kesikli sistemde biyolojik
artilabilirligi

%10, %15, %25, %50 %75 ve %100 EBA iceren deney diizeneklerinde biyolojik
arttilma sonucu elde edilen Toplam Organik Karbon (TOK) degerlerinin zamanla
degisimi asagidaki sekillerde gosterilmistir. Bu caligmalarda kullanilan EBA’ nin
kirlilik degerleri Tablo 4.5’ te yer almaktadir. Atiksudaki N ve P eksikligi nedeniye

Boliim 3 te yer alan nutrienter ilave edilerek KOI/N/P oran1 ayarlanmugtr.

1200
=== 9,10 Biyodizel Atiksuyu
1000

800 -

600 -

TOK Degeri (mg/L)

400 A

200 -

Sekil 4.5. %10 ekstrakte biyodizel atiksuyu iceren deney diizeneginin biyolojik aritilma ile giinlere
gore TOK (mg/L) degisimi

Sekil 4.5. de %10 ekstrakte biyodizel atiksuyu iceren deney diizeneginde (4 giin
icinde) TOK degerinin 982.5 mg/L den 86.2 mg/L ye diistiigii tespit edilmistir.
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1600
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Sekil 4.6. %15 ekstrakte biyodizel atiksuyu iceren deney diizeneginin biyolojik aritilma ile giinlere
gore TOK (mg/L) degisimi

Sekil 4.6 da %15 ekstrakte biyodizel atiksuyu iceren deney diizeneginde (4 giin
icinde) TOK degerinin 1365 mg/L den 144.05 mg/L ye diistiigli tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. %25 ekstrakte biyodizel atiksuyu igeren deney diizeneginin biyolojik aritilma ile giinlere
gore TOK (mg/1) degisimi

Sekil 4.7 de %25 ekstrakte biyodizel atiksuyu igeren deney diizeneginde (4 giin
icinde) TOK degerinin 2135 mg/L den 98.3 mg/L ye diistiigii tespit edilmistir.
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Giin
Sekil 4.8. %50 ekstrakte biyodizel atiksuyu iceren deney diizeneginin biyolojik artilma ile giinlere
gore TOK (mg/L) degisimi
Sekil 4.8 de %50 ekstrakte biyodizel atiksuyu iceren deney diizeneginde (4 giin
icinde) TOK degerinin 4355 mg/L den 161.55 mg/L ye diistiigii tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. %75 ekstrakte biyodizel atiksuyu igeren deney diizeneginin biyolojik aritilma ile giinlere gore TOK
(mg/L) degisimi

Sekil 4.9 da %75 ekstrakte biyodizel atiksuyu igceren deney diizeneginde (4 giin
icinde) TOK degerinin 7650 mg/L den 569.5 mg/L ye diistiigl tespit edilmistir.



49

14000

11700

12000

10000 -

8000

6000 -

TOK Degeri (mg/L)

4000 A

2000 -

604

=== 9,100 Biyodizel Atiksuyu

560,5 710,75 6355

877,5 885,3

Giin

Sekil 4.10. %100 ekstrakte biyodizel atiksuyu igeren deney diizeneginin biyolojik aritilma ile giinlere

gore TOK (mg/L) degisimi

Sekil 4.10 da %100 ekstrakte biyodizel atiksuyu igceren deney diizeneginde (4 giin

icinde) TOK degerinin 11700 mg/L den 604 mg/L ye diistiigii tespit edilmistir.

Yukaridaki sekillerde yer alan sonuglardan hesaplanan yiizde KOI giderim verimleri

Tablo 4. 6 da yer almaktadir.

Tablo 4.6. Farkli seyreltmelerde EBA’ nin kesikli sistemde biyolojik aritilma ile giinlere gore

Kimyasal Oksijen Ihtiyact (KOI mg/L) degisimi ve %KOI giderim verimi

EBA KOT (mg/L) KO1 (mg/L)
Seyreltme Oranlan 0. Giin 10. Giin KO1Giderim Verimi (%)

10% 1890 114 93

15% 3195 142 9%

25% 4720 102 98

50% 15500 150 99

75% 29000 510 98

100% 25000 206 %

Yukaridaki sekillerde de yer aldigi gibi EBA’nin ¢esitli konsantrasyonlarda kesikli

sistemde biyolojik aritiminin gerceklestigi ve hi¢ seyreltme yapilmadan da TOK

gideriminin 10 giin igerisinde %98 oraninda gergeklestigi tespit edilmistir.
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4.2.3. EBA, FeELBA, AIELBA ile yapilan kesikli ¢alis ma sonuclari

Karaman biyolojik aritma tesisinden alman aktif ¢amur numunesi, laboratuvarda
kurulan kesikli sistemlerde boliim 3.5.2.1. te yer alan kosullarda ¢alistirilmistir. Bu
calismanm yapilma amaci, siirekli aritmada kullanilacak atiksularin biyolojik
artmaya etkisini 6n gormektir. Biyolojik aritma ¢aligmalarinda kullanilan EBA,
FeELBA, AIELBA’ nin karakteristik 6zellikleri biyodizel tiretimi srasmda degisiklik
gostermektedir. Bu 6zellikler Tablo 4.7 de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Kesikli sistemde biyolojik artmada kullanilan HBA, EBA, FeELBA ve AIELBA’ nm
karakteristik 6 zellikleri

Olciilen

HBA EBA FeELBA AIELBA
Parametreler
KOI (mg/L) 362500 15400 27500 29440
TOK (mg/L) 65000 4400 7400 10475
BOI (mg/L) 211680 14870 18560 18800
TAKM (mg/L) 2748 28 107 1162
Yag ve Gres (mg/L) 9503 46.5 218 764
NH,4-N (mg/L) 0.105 0.132 0.121 0.111
PO4-P (mg/L) 0.90 0.89 0.74 0.68

Tablo 4.8. EBA ile beslenen kesikli sistemde baslangic KOI ve AKM konsantrasyonlarn ile Sq/Xg
oranlan ve KOI giderim hizlar

Deney No So(mg/L) Xo (mg/L) So/Xo R koi (mgKOT/L.sa)
1 1350 3500 0.39 81
2 1851 3500 0.53 111
3 2445 3500 0.70 137
4 3296 3500 0.94 184
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Sekil 4.11. EBA ile beslenen kesikli sistemde farkli So/X; oranlarinda aktif ¢amur biyokiitlesinin
zamanla TOK giderimi

Tablo 4.9. FeELBA ile beslenen kesikli sistemde baslangic KOl ve AKM konsantrasyonlari ile So/Xo
oranlar1 ve KOI giderim hizlar

Deney No So (mg/L) Xo(mg/L) So/Xo R koi (mgKO1/L.sa)
1 1000 1875 0.53 36
2 1500 1875 0.80 46
3 2000 1875 1.06 56
4 3000 1875 1.60 96

3500 7 ——S0/X0=0.53
3250 -
3000 —— So0/X0=0.80
2750 - —#&— S0/X0=1.06
2500 1 —#— S0/X0=1.60
—~ 2250 -
J
S, 2000
E 1750 -
O 1500
¥ 1250
1000
750 -
500 -
250 -
0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Saat

Sekil 4.12. FeELBA ile beslenen kesikli sistemde farkli So/Xy oranlarinda aktif ¢camur biyokiitlesinin
zamanla TOK giderimi
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Tablo 4.10. AIELBA ile beslenen kesikli sistemde baslangic KOIve AKM konsantrasyonlari ile Sq/Xg

oranlar1 ve KOI giderim hizlar1

KOI (mg/L)

Deney No So (mg/L) Xo(mg/L) So/Xo R koi (mg KOi/L.sa)
1 1000 1875 0.53 46
2 1500 1875 0.80 70
3 2000 1875 1.06 89
4 3000 1875 1.60 137
3500 —&—S0/X0=0.53
3250 —&@— S0/X0=0.80
3000 —a— S0/X0=1.06
2750 —=— S0/X0=1.60

20 25
Saat

Sekil 4.13. AIELBA ile beslenen kesikli sistemde farkli So/Xy oranlarnda aktif ¢amur biyokiitlesinin

zamanla TOK giderimi

EBA ile beslenen kesikli sistemde baslangic KOI ve AKM konsantrasyonlari ile
So/Xo oranlari ve KOI giderim hizlar1 Tablo 4.8 ve Sekil 4.11 de yer almaktadr.

So/Xo oranmmn en diisikk oldugu aktif camur sisteminde baslangic KOI giderim hizi

(Rkoi) ilk 16 saat i¢cin hesaplanmustir ve 81 mgKOI/L.sa olmustur. So/Xp orani
arttikca baslangic KOI giderim hizlar1 sirasiyla 81 mgKOI/L.sa, 111 mgKOI/L.sa,
137 mgKOI/L.sa, 184 mgKOI/L.sa olmustur. KOI giderim hizi, ilk 16 saatte

baslangic KOI konsantrasyonu arttik¢a artis gostermis daha sonra ise yaklasik sabit

seviyelerde kalmstur.
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FeELBA ile beslenen kesikli sistemde baslangic KOI ve AKM konsantrasyonlar ile
So/Xo oranlar1 Ve KOI giderim hizlar1 Tablo 4.9 ve Sekil 4.12 de yer alan almaktadr.
So/Xo oranmin en diisikk oldugu aktif camur sisteminde baslangic KOI giderim hiz1
(Rkoi) ik 16 saat i¢in hesaplandiginda, 36 mgKOI/L.sa bulunmustur. So/Xg orani
arttikca baslangic KOI giderim hizlar1 sirasiyla 36 mgKOI/L.sa, 46 mgKOI/L.sa, 56
mgKO1/L.sa, 96 mgKOI/L.sa olmustur. KOI giderim hizi, ilk 5 saatte baslangic KOI
konsantrasyonu arttikca artis gostermis daha sonra ise yavas¢a azalarak sabit

seviyelerde kalmustur.

AIELBA ile beslenen kesikli sistemde baslangic KOI ve AKM konsantrasyonlari ile
So/Xo oranlar1 ve KOI giderim hizlar1 Tablo 4.10 ve Sekil 4.13 te yer alan almaktadr.
So/Xo oraninmn en diisiik oldugu aktif camur sisteminde baslangic KOI giderim hiz1
(Rkoi) ik 16 saat icin, 46 mgKOI/L.sa bulunmustir. So/Xo oran1 arttik¢a baslangic
KOI giderim hizlar1 srasiyla 46 mgKO1/L.sa, 70 mgKOI/L.sa, 89 mgKOI/L.sa, 137
mgKOI/L.sa olmustur. KOI giderim hizi, ilk 16 saatte baslangic KOI konsantrasyonu
arttikca artig gostermis daha sonra ise yaklasik sabit seviyelerde kalmustur.

BOIi deney sonuclar1 ve kesikli ¢ahsmalardan elde edilen sonuclar, EBA ve
AIELBA’ nmn FeELBA’ ya gore aktif camurda aritilabilirligi daha iyi olacagini
gostermektedir. Calismanin sonraki asamalarimda bu sebeple sadece EBA wve

AIELBA’ nin aktif ¢gamur ile aritilabilirligi incelenmistir.

4.2.4. Aktif Camur sistemi ile siirekli isletme ¢cahismalan

Laboratuvar dlcekli tam karisimli siirekli reaktdr, KOI yiikii (Lgoi) ve segilen camur
yas1 (O¢) i¢in kararli durum halinde sisteme giren KOI konsantrasyonu, atiksu debisi
ve sistemin havalandirma bdliimii hacminden yararlanilarak hesaplanmustir. Bu KOI
yukii, kararli durumda tespit edilen ortalama UAKM konsantrasyonlarina bdliinerek
camur yikii (F:M orani) bulunmustur (Tablo 4.11). Stirekli reaktor, hidrolik bekleme
siiresi 4.35 saat alinmis, EBA ve AIELBA’ nin debisi 25.92 L/gin olarak

isletilmigtir.
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Tablo 4.11. Siirekli reaktor isletme kosulu

F:M oram
0. (giin) Lxoi (kgKO 1/ m® giin) (kgKO1/kg UAKM. giin)
EBA AIELBA
3 4.67 1.87 1.87
5 4.67 1.64 1.65
10 4.67 1.46 1.47
15 4.67 133 1.37

Tablo 4.12. Aktif ¢camur siirekli reaktorde EBA’ nm, 4.35 saatlik hidrolik bekletme siiresinde ve
kararli halde ortalama kirlilik parametrelerin giris, ¢cikis degerleri ve aritma verimleri

KOl TN
UAKM
O (giin) Giris Cikis Verim Giris Cikis Verim
(mg/L)
(mg/L) | (mg/L) | (%) (mg/L) | (mg/L) (%)

3 2500 900 120 87 55 25 55
5 2850 900 63 93 55 22 60
10 3200 900 40 96 55 23 58
15 3500 900 24 97 55 18 67

Camur yas1 3, 5, 10, 15 giin olacak sekilde isletilen siirekli reaktdrde KOI giderim
verimi sirastyla %87, %93, %96, %97 ve TN giderim verimi %55, %60, %58, %67
olarak elde edilmistir. Bu sonuglar, camur yas1 arttikca KOI ve TN gideriminin

arttigini gostermektedir.

Tablo 4.13. Aktif camur siirekli reaktérde AIELBA’ nm, 4.35 saatlik hidrolik bekletme siiresinde ve
kararli halde ortalama kirlilik parametrelerin giris, ¢ikis degerleri ve aritma verimleri

KOI TN
UAKM
O, (giin) Giris Cikis Verim Giris Cikis Verim
(mg/L)
(mg/L) | (mg/L) | (%) | (mg/L) | (mg/L) (%)

3 2500 900 60 93 55 35 36
5 2836 900 80 91 55 29 47
10 3178 900 90 90 55 18 67
15 3400 900 88 88 55 10 82

Camur yas13, 5, 10, 15 giin olacak sekilde isletilen siirekli reaktorde KOI giderim
verimi sirastyla %93, %91, %90, %88 ve TN giderim verimi %36, %47, %67, %82



55

olarak elde edilmistir. Bu sonuglar, camur yas1 arttikga KOI gideriminde anlaml1 bir
arti olmadigi fakat TN gideriminde artis oldugunu gostermektedir.

4.2.4.1. Siirekli isletmeli aktif camur sisteminde kinetik katsayillarnn tayini

EBA ve ALELBA’ nm siirekli isletmeli aktif camur sistemi ile aritimmda Monod
kinetigi kullanilarak maksimum KOI kullannm hiz1 (k), yar1 doygunluk KOI
konsantrasyonu (Ks), verim katsayist (Y), 6lim hiz katsayisi (kq) ve maksimum
spesifik biiylime hizi (umax) degerleri hesaplanmistr. Kinetik parametreler; giris,
¢kis KOI konsantrasyonlar1 (Tablo 4.12-4.13) baz ahinarak grafik metoduyla (Sekil
4.14-4.15-4.16-4.17) hesaplanmis olup, hesaplanan biyokinetik sabitler Tablo 4.14’
te verilmistir.

09 % §,X/Sy-S (giin)
08 -
07 -
0.6 - y = 0,0044x +0,5496
R2=0,9881
0,5 -
04 - k =1.82gin™
03 - Ks = 7. 28 mgKOI/L
02 -
01 -
0 T T T r r [
0 10 20 30 A0 BN /N

1/KOIx 10 (mg KOi/L)™

Sekil 4.14. Aktif Camurda kinetik katsayilar (EBA); k ve Ks’ in grafik ile bulunmas1
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-20

40 - So-S/0nh X (giin)

-60 1 ke =1 (gin)*

-80 - Y =0.76 mg UAKM / mg KO
100 - Imax = 1.38 gin?

Sekil 4.15. Aktif Camurda kinetik katsayilar (EBA); kg ve Y’ nin grafik ile bulunmasi

“ .
§ 0,X/ So-S
15 h (gtin) y=-0,0311x+ 1,0547

R2=0,9268
1,2 -
k =095gin™

Ks = 0.03 mgKOI/L

0,9 -

0,6 -

0,3 -

0 10 20 30 40
1/KOI x 10 (mg/L)™

Sekil 4.16. Aktif Camurda kinetik katsayilar (AIELBA); k ve Ks” in grafik ile bulunmasi
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y=49,007x-57,995
R?=0,995
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Sekil 4.17. Aktif Camurda kinetik katsayilar (AIELBA); kgq

Tablo 4.14. EBA ve AIELBA’ nmn Siirekli Isletmeli
Hesaplanan Kinetik Katsayilar

140 1,60 1,80 2,00
So-S/th (giin)

= 0.58 giin™

= 0.49 mg UAKM / mg KOI
= 0.47 giin™*

ve Y’ nin grafik ile bulunmasi

Aktif Camur Sisteminde Aritilmasmda

Kinetik Katsayilar EBA AIELBA
k (giin™) Maksimum KOI Kullanim Hiz 1.82 0.95
Ks (mgKOI/L) Yar1 Doygunluk KOI Konsantrasyonu 7.28 0.03
kg (giin™) Oliim Hizi 1 0.58
Y (mg UAKM / mg KOI) Verim Katsayis1 0.76 0.49
I max (giin") Maksimum Spesifik Biiyiime Hizi 1.38 0.47

EBA’ nm stirekli isletmeli aktif ¢amur sistemi ile aritilmasmda elde edilen

maksimum KOI kullanim hiz1 1.82 giin™ diir. Yar: doygunluk KOI konsantrasyonu
7.28 mgKOI/L olarak hesaplanmustir (Tablo 4.14). Organik icerikli evsel atiksularin

aktif camur ile artilmasinda literatirdeki Ks degeri, ortalama 60 mgKOI/L

civarindadr (Medcalf-Eddy, 2003). Ks degerinin literatiire gore diisiik olmasi, aktif

camur biyokiitlesinin substrata (yani EBA’ ya) ilgisinin yiliksek oldugunun bir

gostergesi oldugu disiindiirmektedir. Verim katsayist da 0.76, 6liim hizi ise 1 giin™

olarak hesaplanmustir. Oliim hiznm yiiksek olmasi, EBA’ nm karakteri ile iliskilidir.

EBA’ da biyodizel iiretiminden kalan reaksiyona girmemis metil esterleri ve kisa

zincirli yag asitleri bulunmaktadr. EBA’ nin iceriginin kolay parcalanabilen organik
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yapida olmasi aktif ¢gamur biyokiitlesinde bazi tiirlerin baskmn hale gelmesi (Zooglea
ramigera, S.natans, Actinomycetes ve Fungus) ve tespit edilen bu tiirleden
(Actinomycetes ve Fungus) bazilarmin sekonder metabolit liretme yeteneklerin
varligiyla agiklanabilir. Bilindigi gibi Actinomycetes ve funguslar cesitli

antibiyotikler tiretmektedir.

AIELBA’ nin siirekli igletmeli aktif ¢amur sistemi ile aritilmasinda elde edilen
maksimum KOI kullanim hizi 0.95 giin™® diir. Yar1 doygunluk KOI konsantrasyonu
0.03 mgKOI/L olarak hesaplanmustir (Tablo 4.14). Ks degerinin literatiire (Medcalf-
Eddy, 2003) gore c¢ok diisik olmasi, aktif ¢amur biyokiitlesinin substrata (yani
AIELBA’ ya) ilgisinin yiiksek oldugunun bir gostergesi oldugu diisiiniilebilir fakat
bu degerin tek bagma anlamlandirilmas1 dogru degildir. Grafik yolu ile elde edilen

1 olarak

kinetik katsayilardan verim katsayisi da 0.49, 6lim hiz1 ise 0.58 giin’
hesaplanmustrr. Oliim hiznm yiiksek olmasi, AIELBA’ nin karakteri ile iliskilidir.
AIELBA’ da elektrokoagiilasyon sonrasinda Al iyonlar1 ve tuz bulunmaktadir. Bu
durumda Al ve tuz, aktif camur biyokiitlesinde baz tiirlerin daha baskin olmasima
sebep oldugu diigtinilmektedir. Aktif camurun mikroskop ile gdzlenmesi sirasinda
tespit edilen ve baskin olan tiirlerin, agirlikli olarak fungus tiirleri oldugu
goriilmiistir. EBA’ da da elde edilen sonuglarda fungus varhigi net olarak
gozlenmigstir. Fakat EBA’ da diger mikroorganizmalar da varligmi siirdiirmiistiir.
Fakat AIELBA’ da neredeyse genel olarak boyama ile gdzlenebilen tiirlerin, baskn
tir olan funguslardan (Tablo 4.16) ibaret oldugu gozlenmistir. Funguslarm ¢esitli

antibiyotik tliretebilme yetenekleri ve toksik ortama hizli olarak adapte olabilme

yetenekleri onlarm baski duruma ge¢mesinin sebebioldugu diisiiniilmektedir.

Bu sekonder firiinler, diger mikroorganizmalari inhibe ederek 6liimlerine neden
olabilecegi sonucuna varidmistr. Fakat biyoreaktoriin isletilmesi sirasinda
biyokiitlenin EBA’ da ¢ok hizh arttigi da UAKM deneyleri ile gézlenmistir. Fakat
AIELBA’ da biyokiitlenin daha yavas arttigi da gézlenmistir. Daha net bir sonuca
ulasmak i¢in respirometrik ¢aligmalara ihtiyag vardr. Ciinkii biyokinetikler, grafik

metodu ile hesaplanmustr.
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4.2.4.2. Aktif Camur fenotipik identifikasyon

EBA’ nin ve AIELBA’ nm biyolojik aritiminda kullanilan stirekli igletmeli aktif
camur reaktor sistemi, 2 ay siire ile isletilmis ve haftalik olarak aktif camur 6rnegi
DNA izolasyonu i¢in toplanarak depolanmistir. Bu siire boyunca, TOK, TN, AKM,
UAKM, SVI parametreleri analiz edilmistir. Ayni zamanda haftalik olarak fenotipik
identifikasyon icin EBA ve AIELBA’ nin aritilmasinda kullanilan aktif ¢amurdan
hazirlanan preparatlar; Gr, Neisser, PHB boyamalar1 yapilarak 151k mikroskobunda
filamentli bakterilerin teshis anahtarma (Tablo 3.1) gore tanimlanmis olup (Sekil
4.19-4.20), faz kontrastta canl olarak gbzlenen protozoalara da, Tablo 4.15-4.16 ve
Sekil 4.18” de yer verilmistir.
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(b)

Sekil 4.18. Epystilis sp. kolonisinin aktif camur flok yapisinda goriiniimii (faz kontrast mikroskobu,
400X), (a) normal igletme gartlarinda (b) camur kabarmasi1 meydana geldigindeki ko loniler

(a) (b)

Sekil 4.19. Aktif camurda rastlanan bakteriler (gram boyama, 151k mikroskobu, 1000X), (a) Camur
kabarmasina neden oldugu bilinen filamentli bakteri S.natans (b) Zooglea ramigera’ nin amorfyapisi

(a) (b)

Sekil 4.20. Actinomycetes’ in rozet formu (a), Fungi (b) (gramboyama, 191k mikroskobu, 1000X)
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Tablo 4.15. EBA’ nm siirekli isletmeli aktif ¢amur sistemiyle aritilmasinda tespit edilen
mikroorganizmalar

o |E& |E€ |E|E€|E|E|E

Boyama Uygulanmadan Gozlenen Mikroorganizmalar E E f f f f f f
< — o~ < [Te) © ~ o)

Arcella X X

Amoeba proteus X X X

Paranema X

Euglena X X X X

Bodo X

Aspidisca X

Lecane X X

Tardigradeler X X

Paramecium

Trachelophyllum X X X X

Chidonella X | X X

Epistylis X X X X X

Vorticella X | X X

Carchesium X X X

Notommata X X

Zooglea ramigera X X X X X X X X
o |& |[E€ |E|E|E|E|E

Boyamadan Sonra Gozlenen Filamentli Mikroorganizmalar E & = ke f s k] k)
< — o~ < [T) © ~ o)

Actinomycetes X | X [ X [X | X [X |X

Fungi X [ X

Flexibacter X X X

N. limicola | X

N. limicola 1l

S.natans X X X X X X X X

Thiotrix X

Beggiatoa X | X

M. parvicella X | X

Tip 1701 X | X

Tip 0092 X X X X X X X

Tip 021N

Tip 1863

Tip 0914 X

Tip 0803 X [ X
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Tablo 4.16. AIELBA’ nm siirekli isletmeli aktif ¢amur sistemiyle aritilmasinda tespit edilen

mikroorganizmalar

c|eg | & | | & |E|E & |E
Boyama Uygulanmadan Gozlenen Mikroorganizmalar ;5 = = = 5 = = = =
< — N [32) < o © ~ ©
Arcella X | X ] X
Amoebae proteus X X X
Euglena X X X
Bodo X
Lecane X X X X
Paramecium X | X
Euchlanis . X | X
Epistylis sp. X X X | X X
Vorticella X | X X X
Carchesium X X X
Nematodlar X
Notommata X
Zooglea ramigera X X X X X X X X X
Boyamadan Sonra Gozlenen Filamentli | & | & 8 g 8 P B B 8
95 © © © © © © © ©
Mikroorganizmalar = T T T T T T T T
< — N [32) < o © ~ ©
Actinomycetes X X X X X X X X X
Fungi X X X X X X X X
Flexibacter X
N. limicola | X X X
N. limicola Il X X X X X X
N. limicola 111 X X
Gordona amarae X
S.natans X X
Tip 1701 X
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4.2.4.3. Aktif Camur’ un mikrobiyolojik yapis1

EBA’ nm aktif camur sistemi ile aritilmasinda aktif camur flok yapisinin degisken
oldugu goriinmektedir. Ayrica Karaman Biyolojik Aritma Tesisinden temin edilen
aktif ¢amur Ornegindeki bazi mikroorganizmalarin biyoreaktorde iiremeye devam
ettikleri g6zlenmistir. Bu mikroorganizmalarm bazilar1 camur kabarmasina sebeptir.
Fakat ¢alisma siiresince sisteme, bu mikroorganizmalar1 yok etmek i¢in herhangi bir

miidahale yapilmamustir.

Haftalik olarak alinan numunelerde yapilan canli mikroskobik incelemelerde aktif
camur flok yapismin zengin bir mikrobiyolojik yapiya sahip oldugu gozlenmistir.
Flok yapic1 Zooglea ramigera aktif camurda yer almaktadir. Camur kabarmasima
bagh olarak ¢esitli protozoa, rotifer ve ender olarak da nematodlara rastlanmustrr.
Kamgili protozoalardan Bodo spp. ve Aspidisca spp. Ve silli protozoalardan
Paramescium spp. ye rastlanmigtir. Sapli protozoalarm, sistemin iyi isledigi
durumlarda sayilarmi arttirdigi  gézlenmistir. Bunlar arasinda; Epistylis spp.,

Vorticella spp., Carshesium spp. yer almaktadir.

Metazoa grubundan olan rotiferlerin sayisinin zaman zaman arttig1 gozlenmistir. Bu

artig 0zellikle gamur kabarmasinin meydana geldigi zamanda olmaktadir.

Aktif ¢amurda zaman zaman rastlanan Nematodlar, camur yaslandigmmn bir

gostergesidir.

Filamentli mikroorganizmalar1 iceren preparatlar, boyama yapilarak mikroskopta
incelenmis ve literatiirdeki filamentli bakteri tanimlariyla karsilastirilarak teshis
edilmistir (Ovez ve ark. 2006). Biyoreaktdorde haftalk yapilan incelemelerde
Actinomycetes, S.natans, ve Tip 0092’ nin siirekli olarak ortamda varhigmi
stirdirdiigii N.limicola 1l ve Tip 021N de zaman zaman bulundugu tespit edilmistir.
Ortamda Actinomycetes ve S.natans varliginin sebebi ortamda kiigiik molekiilli
organik bilesenlerin fazla olmasi ile iligkili bir durumdur. Ciinkii yeterli miktarda O,
N ve P mevcuttur. Tip 0092’ nin fizyoloji ile ilgili literatiirdeki bilgiler yetersizdir.

Endiistriyel tesislerde su ile floklar arasinda serbest olarak bulunduklari gb zlenmistir.
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N.limicola IT ve Tip 021N’ nin organik atik mevcudiyetinde gelistigi bilinmektedir
(Ovez ve ark. 2006). Aktif gamurda dkaryotik mikroorganizmalardan Fungi® ye de

zaman zaman rastlanmigtir.

AIELBA’ nin aktif camur sistemi ile aritilmasinda aktif ¢amur flok yapismm EBA’
nin aritilmasi ile kiyaslandiginda daha az ¢esitlilik gosterdigi goriinmektedir. Ayrica
Karaman Biyolojik Aritma Tesisinden temin edilen aktif camur 6rneginde filamentli

mikroorganizma ¢ok az oldugu gézlenmistir.

AIELBA’ nm aritilmasi swasinda haftalik olarak alinan numunelerde yapilan
mikroskobik incelemelerde fungus wve N. limicola II varhgi siirekli olarak
gozlenmistir. Flok yapict Zooglea ramigera aktif ¢amurda yer almaktadw. Sapl
protozoalardan Epistylis spp., Vorticella spp. gozlenmistir. Ozellikle Epistylis spp.

varhginin zamanla arttig1 gorilmiistiir.

Bu galismalara paralel olarak TOK, TN, AKM, UAKM, SVI parametreleri analiz
edilmis ve sonuglar asagidaki grafiklerde gosterilmistir.

== TOK Giris
60 === TOK Cik1s

400
)\ | | | | | TN Giris
350 === TN Cikis
/ \ - 50
. N

300 7/

s =V A /K * * T Lo
N / 1\ N

( )W\ L
o, ’\%\/ 20
- 10
50

7 14 21 28 35 42 49 56
Giin

TN (mg/L)

TOK (mg/L)

o\§

Sekil 4.21. Aktif ¢amur sisteminde (EBA’ nm armtilmasmda) TOK, TN giris ve ¢ikis
konsantrasyonlarmm zamanla degigimi
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Sekil 4.22. Aktif camur sisteminde (EBA’ nin aritilmasinda) AKM ve UAKM konsantrasyonlarinin

zamanla degisimi
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Sekil 4.23. Aktif camur sisteminde (EBA’ nin aritilmasinda) SVI ve UAKM’ nin zamanla degisimi

Sistemin isletilmesi esnasinda TOK girisi degerinde 250-350 mg/L (Sekil 4.21)

arasinda degisimler meydana gelmistir bu durumun nedeni atiksuyun hafif yagh

yapisindan kaynaklanmaktadir. Atiksu sistemde kullanildikca altta kalan atiksu daha

stabil hale gelmistir. Bu duruma bagli olarak da TN giris degeri ayarlanmustir.

TOK’ un ¢ikis degeri 2. ayda daha stabil hale gelmistir. Yine TN ¢ikis degeri daha
dinamik bir yap1 gostermektedir. Bunun sebebi biyokiitlenin 2500-3000 mg/L

arasinda kalmast i¢in diizenli olarak atilan aktif ¢amur oldugu disiiniilmektedir.
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Ciinkli ototrofik biyokiitle heterotrofik biyokiitleye gore daha uzun zamanda
¢ogalmaktadir.

SVI degerleri 120-425 (Sekil 4.23) arasinda degismektedir. SVI degerinin artigina
paralel olarak filamentli mikroorganizmalar da artmis ve filamentli gamur kabarmasi
meydana gelmisti. Bunun sebebinin EBA’ nm karakterinden oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica laboratuar ortaminda geri devirli siirekli reaktor

calismalarinda camur kabarmas1 bir dezavantaj olarak meydana gelmektedir.

====TOK Cikis === TOK Giris

TN giris === TN Cikis
400
350 ; 5 |
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Sekil 4.24. Aktif ¢amur sisteminde (AIELBA’ nmin aritilmasinda) TOK, TN giris ve ¢ikis
konsantrasyonlarmm zamanla degigimi
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Sekil 4.25. Aktif camur sisteminde (EBA’ nmn aritilmasinda) AKM ve UAKM konsantrasyonlarmnin
zamanla degigimi
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Sekil 4.26. Aktif camur sisteminde (EBA’ nin aritilmasinda) SVI ve UAKM’ nin zamanla degisimi

AIELBA’ nin aritilmasinda siirekli reaktoriin isletilmesi esnasinda TOK girisi
degerinde 300-380 mg/L arasinda degismektedir. Bu duruma bagh olarak da TN giris
degeri 53-68 mg/L olarak ayarlanmistir.

TOK” un ¢ikis degeri 2. Ayda daha stabil hale gelmistir. Yine TN ¢ikis degeri daha
dinamik bir yapi gostermektedir. Bunun sebebi biyokiitlenin 2500-3000 mg/L

arasinda kalmasi1 i¢in diizenli olarak atilan aktif camur oldugu disiintilmektedir.
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Ciinkii ototrofik biyokiitle heterotrofik biyokiitleye gore daha uzun zamanda
cogalmaktadir.

SVI degerleri 40-261 (Sekil 4.26) arasinda degismektedir. SVI degerinin artigina
paralel olarak filamentli funguslar da artmis ve fungal camur kabarmasi meydana
gelmistir.  Bunun sebebinin AIELBA’ nm toksik karakterinden oldugu
diistiniilmek tedir.

4.25. Aktif Camurdaki mikroorganizmalarin molekiiler tamsina yonelik

cahs malar

4.2.5.1. EBA ve AIELBA’ min aritilmasinda kullanilan aktif camurun PZR ile

genetik tamsi

Aktif Camurun tanisinda Tablo 3.2 de belirtilen sekiz farkli primer seti
kullanildiginda beklenen boyutlarda bantlar elde edildi 341f, 341f-GC, 926r
primerleri (filamentli bakterilere ait) ile yapilan uygulamada 585 b¢’ lik (Sekil 4.27);
CTO189f, CTO654r primerleri (Amonyak Okside Eden bakterilere ait) ile yapilan
uygulamada 485 bg¢’ lik (Sekil 4.28); 271, 1492r primerleri (bakteriye ait) ile yapilan
uygulamada 1505 bg’ lik (Sekil 4.29); Ac436f, Ac676r primerleri (Acinetobacter’ e
ait) ile yapilan uygulamada 1500-240 b¢’ lik (Sekil 4.30); F243, R1378, F984GC
primerleri (Actinomycetes’ e ait) ile yapilan uygulamada 1175-433 bg’ lik (Sekil
4.31); 530F, 1392R universal primerler ile yapilan uygulamada 862 bg¢’ lik (Sekil
4.32); nu-SSU-0817-5', nu-SSU-1196-3"' primerleri (fungi’ ye ait) ile yapilan
uygulamada 422 b¢’ lik (Sekil 4.33); nu-SSU-0817-5', nu-SSU-1536-3" primerleri
(fungi’ ye ait) ile yapilan uygulamada 762 b¢’ lik (Sekil 4.34); V{1, Vr primerleri
(bakteriye ait) ile yapilan uygulamada 193 b¢’ lik (Sekil 4.35) bantlar elde edildi.
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EBA Haftalik Numuneleri AlELB A Haftalik Numuneleri

Sekil 4.27. EBA’ nin (1-8) ve AIELBA’ nin (9-17) arttilmasinda kullanilan aktif gamurun 341f, 341f-
GC, 926r primerleri ile yapilan PZR analizi. M: Markir, NK: Negatif Kontrol, 1: Baslangic Aktif
Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi, 5: 5. Hafta Aktif
Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 8: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 9: Baglangigc Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin
edilen Aktif Camur), 10: 1. Hafta Aktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta A ktif Camur Numunesi, 12: 3.
Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 5. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 17: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi

Sekil 4.27° de EBA ve AIELBA’ nin aktif ¢camur ile yapilan aritma ¢aligmalarinda
filamentli bakterilerin varhigi net olarak goriilmektedir (-585 bg bant elde edilmistir).
9, 10, 11 numuneleri (baslangig ve ilk 2 hafta AIELBA ile aritilmas1) ise filamentli
bakterilerin ortamda bulunmadigmin gdzlendigi numunelerdir. Bunun sebebinin
Karaman Biyolojik Aritmadan temin edilen as1 aktif camurun iyi olmamasindan

kaynaklanmaktadir. Bu durum, mikroskobik gbzlemlerle de paralellik gdstermektedir
(Tablo 4.15-4.16).
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CTO189f, CTO654r primerleri (Amonyak Okside Eden bakterilere ait) ile yapilan
uygulamada 485 bg¢’ lik (Sekil 4.28) bantlar elde edildi.

EBA Haftalik Numuneleri AlELB A Haftalik Numuneleri

Sekil 4.28. EBA’ nm (1-8) ve AIELBA’ nmn (9-17) aritilmasmnda kullanilan aktif gamurun CTO189f,
CTO654r primerleri ile yapilan PZR analizi. M: Markr, NK: Negatif Kontrol, 1: Baglangic Aktif
Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi, 5: 5. Hafta Aktif
Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 8: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 9: Baslangic Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin
edilen Aktif Camur), 10: 1. Hafta A ktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 12: 3.
Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 5. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 17: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi

Sekil 4.28° de EBA ve AIELBA aktif ¢camur ile yapilan aritma caliymalarinda
amonyak okside eden bakterilerin (AOB) varlig1 goriilmektedir (-485 b¢ bant elde
edilmistir). 2, 3, 4 numunelerinde AOB’ lerin liremelerin yavas olmasi (ototrofik
bakteriler) sebebiyle varliklarinin gozlenememesi ilerleyen haftalarda EBA ve
AIELBA aktif camur ile yapilan aritma ¢alismalarinda AOB’ larin varlhigr net olarak
g6zlenmesi ile sonuglanmistir (5, 6, 7, 8). 9, 10, 11 numunelerindeki varhgmin
sebebi yine ortamda dnceden bulunmalar1 ve ilerleyen haftalarda AIELBA’ nin bu
mikroorganizmalara  toksik  etkisin  olabilecegini  disiindlirmektedir. Bu
mikroorganizmalarin varlig1 mikroskobik olarak gbzlenememekte ve 6zel besiyerleri

ile izole edilebilmektedir. Fakat PZR ile varhig1 kalitatif olarak saptanabilmistir.
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271, 1492r primerleri (bakteriye ait) ile yapilan uygulamada 1500 bg”’ lik (Sekil 4.28)
bantlar elde edildi.

EBA Haftalik Numuneleri AIELBA Haftalik Numuneleri
T 0% B ol w8, oby of, 8
i i d

Sekil 4.29. EBA’ nin (1-8) ve AIELBA’ nin (9-17) arttilmasinda kullanilan aktif canmurun 27f, 1492r
primerleri ile yapilan PZR analizi. M: Markir, NK: Negatif Kontrol, 1: Baslangic Aktif Camur
Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi, 5: 5. Hafta Aktif
Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 8: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 9: Baglangic Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin
edilen Aktif Camur), 10: 1. Hafta Aktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 12: 3.
Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 5. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 17: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi

111 E

Sekil 4.29° de EBA ve AIELBA aktif ¢camur ile yapilan aritma caligmalarinda
bakterilerin varhigr goriilmektedir (-1505 b¢ bant elde edilmistir). Elde edilen PZR
tiriint, Nested PZR olarak Acinetobacteria tayininde kullanilmistir.

27f, 1492r primerleri kalip olarak kullanilarak (Nested PZR) Ac436f, Ac676r
primerleri (Acinetobacter’ e ait) ile yapilan uygulamada 1500-240 bg’ lk (Sekil
4.30) bantlar elde edildi.
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EBA Haftalik Numuneleri AlELB A Haftalik Numuneleri

M 1 2 3 4 5 6 7 8 NKM|M 9 10 1 12 13 14 15 16 17 NK
LN}

" 4

1500bp 1500 bo

- -
250bp

250 by -

£ - - - e ™ - - -

Sekil 4.30. EBA’ nmn (1-8) ve AIELBA’ nin (9-17) arttilmasinda kullanilan aktif camurun Ac436f,
Ac676r, primerleri ile yapilan PZR analizi. M: Markir, NK: Negatif Kontrol, 1: Baslangigc Aktif
Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi, 5: 5. Hafta A ktif
Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 8: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 9: Baglangic Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Arttmadan temin
edilen A ktif Camur), 10: 1. Hafta Aktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 12: 3.
Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 5. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 17: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi

Sekil 4.30° da EBA ve AIELBA aktif ¢amur ile yapilan aritma calismalarmda
Acinetobacteria varligi goriilmektedir (~1500-250 bg bant elde edilmistir).
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F243, R1378, F984GC primerleri (Actinomycetes’ ¢ ait) ile yapilan uygulamada 433-
1175 bg’ lik (Sekil 4.31) bantlar elde edildi.

EBA Haftalik Numuneleri AlIELB A Haftalik Numuneleri

M I 2 3 4 5 & 7 98 9 10 11 12 137 14 157416 17 NK M

500 bp

EBA Haftalik Numuneleri ALELBA Haftalik Numuneleri

m 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 NK M

Sekil 4.31. EBA’ nin (1-8) ve AIELBA’ nin (9-17) antilmasinda kullanilan aktif ¢camurun F243,
R1378, F984GC primerleri ile yapilan PZR analizi. M: Markir, NK: Negatif Kontrol, 1: Baglangi¢
Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1. Hafta Aktif
Camur Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi, 5: 5. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 8: 8.
Hafta Aktif Camur Numunesi, 9: Baslangic Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan
temin edilen Aktif Camur), 10: 1. Hafta Aktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi,
12: 3. Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 5. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 17: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi
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Sekil 431 de EBA ve AIELBA aktif camur ile yapilan aritma caligmalarinda
Actinomycetes varligi goriilmektedir (-433-1175 bg¢ bant elde edilmistir).

Actinomycetes’ lerin varhgi mikroskobik gbzlemlerle de gdzlenmistir (Tablo 4.15-
4.16).

530F, 1392R universal primerler ile yapilan uygulamada 862 bg’ lik (Sekil 4.32)
bantlar elde edildi.

EBA Haftalik Numuneleri AlELB A Haftalik Numuneleri
YR F e A 4 5 6 7 8 NK[M™M 9 10 1m 12 13 14 15 16 17 NK M
- - d
' 4
e~
L 2 .
------;-. e e L
- -
-

Sekil 4.32. EBA’ nin (1-8) ve AIELBA’ nin (9-17) antilmasmnda kullanilan aktif ¢camurun 530F,
1392R primerleri ile yapilan PZR analizi. M : Markir, NK: Negatif Kontrol, 1: Baslangi¢c Aktif Camur
Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi, 5: 5. Hafta Aktif
Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 8: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 9: Baslangic Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin
edilen Aktif Camur), 10: 1. Hafta Aktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 12: 3.
Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 5. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 17: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi

Sekil 4.32” de EBA’ da tiim numunelerde-862 b¢ bant elde edilmistir. AIELBA’ da
ise baslangic ve ilk hafta hari¢ diger haftalarda -862 bg¢ bant elde edilmistir.

nu-SSU-0817-5", nu-SSU-1196-3' primerleri (fungi’ ye ait) ile yapilan uygulamada
422 beg’ lik (Sekil 4.33) bantlar elde edildi.
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EBA Haftalik Numuneleri AlELB A Haftalik Numuneleri

I &
E

Sekil 4.33. EBA’ nin (1-8) ve AIELBA’ nin (9-17) artilmasinda kullanilan aktif camurun nu-SSU-
0817-5', nu-SSU-1196-3" primerleri ile yapilan PZR analizi. M: Markir, NK: Negatif Kontrol, 1:
Baslangig Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Artmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1.
Hafta Aktif Camur Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi,
5: 5. Hafta Aktif Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 8: 8. Hafta Aktif Camur Numunesi, 9: Baslangig Aktif Camur Numunesi (Karaman
Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 10: 1. Hafta Aktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 12: 3. Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi,
15: 5. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 17: 8. Hafta Aktif Camur Numunesi

Sekil 4.33° de EBA ve AIELBA aktif camur ile yapilan aritma ¢aligmalarinda fungus
varhg1 goriilmektedir (422 bg bant elde edilmistir). EBA aktif camur numunelerinde
fungus varhgmin AIELBA’ ya gore olduk¢ca az oldugu bantlarm jeldeki

goriintiistinden anlagilmaktadir. AIELBA da ise fungus varhigi olduk¢a belirgin
olarak elde edilmis, fungus varligi mikroskobik olarak da gdzlenmistir.
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nu-SSU-0817-5", nu-SSU-1536-3' primerleri (fungi’ ye ait) ile yapilan uygulamada
762 be’ lik (Sekil 4.34) bantlar elde edildi.

EBA Haftalik Numuneleri AlELB A Haftalik Numuneleri

M 1 2 3 4 5 6 7 8 NK M 9 ,10 11 12 13 14 15 16 17 NK M

750 bp

|
E1 11808

- een 00 v v

11 11

Sekil 4.34. EBA’ nin (1-8) ve AIELBA’ nin (9-17) artilmasinda kullanilan aktif ¢gamurun nu-SSU-
0817-5', nu-SSU-1536-3" primerleri ile yapilan PZR analizi. M: Markr, NK: Negatif Kontrol, 1:
Baslangig Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Artmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1.
Hafta Aktif Camur Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi,
5: 5. Hafta Aktif Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 8: 8. Hafta Aktif Camur Numunesi, 9: Baslangic Aktif Camur Numunesi (Karaman
Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 10: 1. Hafta Aktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 12: 3. Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi,
15: 5. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 17: 8. Hafta Aktif Camur Numunesi

Sekil 4.34° te EBA ve AIELBA aktif camur ile yapilan aritma ¢caliymalarimda fungus
varhg1 goriilmektedir (762 bg bant elde edilmistir). EBA aktif camur numunelerinde

fungus varhigmm AIELBA’ ya gore oldukca az oldugu bantlarin jeldeki

goriintiistinden anlagilmaktadir.
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V{, Vr primerleri (bakteriye ait) ile yapilan uygulamada 193 bg’ lik (Sekil 4.35)
bantlar elde edildi.

EBA Haftalik Numuneleri AlELB A Haftalik Numuneleri

Sekil 4.35. EBA’ nin (1-8) ve AIELBA’ nin (9-17) aritilmasmda kullanilan aktif camurun Vf, Vr
primerleri ile yapilan PZR analizi. M: Markir (1kb), NK: Negatif Kontrol, 1: Baglangi¢ Aktif Camur
Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi, 5: 5. Hafta A ktif
Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 8: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 9: Baglangic Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Arttmadan temin
edilen Aktif Camur), 10: 1. Hafta Aktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 12: 3.
Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 5. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 17: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi

Sekil 4.35° te EBA ve AIELBA aktif camur ile yapilan aritma ¢aligmalarinda bakteri
varhg1 goriilmektedir (~193 bg bant elde edilmistir). EBA aktif camur numunelerinde
bakteri varligmmin baslangi¢ haftast hari¢ olduk¢a yogun oldugu, AIELBA’ da ise ilk
ic hafta bakterilerin neredeyse ortamda bulunmadiklar1 sonraki haftalarda ise arttig1

goriilmek tedir.

EBA ve AIELBA’ nn siirekli tam karisimli geri devirli biyoreaktorde aritilmasinda 2
ay siiresince haftalik alinan numunelerde mikroorganizma dagilimlar1 Sekil 4.36 ve

4.37’ de gosterilmistir.
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® Filamentli bakteri

® Amonyak Okside Eden Bakteriler
1 Acinetobacteria

= Actinomycetes

B Fungi

Sekil 4.36. EBA’ nm siirekli tam karigimli geri devirli biyoreaktérde aritilmasinda 2 ay siiresince
haftalik alinan numunelerde mikroorganizma dagilimlar1

® Filamentli bakteri

® Amonyak Okside Eden Bakteriler
= Acinetobacteria

B Actinomycetes

B Fungi

Sekil 4.37. AIELBA’ nin siirekli tam kanigimli geri devirli biyoreaktérde aritilmasinda 2 ay siiresince
haftalik alnan numunelerde mikroorganizma dagilimlari

4.2.5.2. EBA ve AIELBA’ nmin aritilmasinda kullanillan Aktif Camurun REP-
PZR sonuglan

Tablo 3.2° de belirtilen ve ¢amur kabarmasmimn tanimlanmasinda kullanilan primer
c¢iftlerini igeren karigimlarla yapilan REP-PZR uygulamasmin sonucu Sekil 4.38° de
yer almaktadir, elde edilen REP-PZR bant yogunluklar1 jel analizér’ de (Tablo 4.17)

analiz edilmistir.
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EBA Haftallk Numuneleri AIELBA Haftahk Numuneleri

Sekil 4.38. EBA’ nin (1-8) ve AIELBA’ nin (9-17) aritilmasinda kullanilan aktif camurun repF, repR
primerleri ile yapilan PZR analizi. M: Markir, NK: Negatif Kontrol, 1: Baslangic Aktif Camur
Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin edilen Aktif Camur), 2: 1. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 3: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 4: 4. Hafta Aktif Camur Numunesi, 5: 5. Hafta Aktif
Camur Numunesi, 6: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 7: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 8: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi, 9: Baglangic Aktif Camur Numunesi (Karaman Biyolojik Aritmadan temin
edilen Aktif Camur), 10: 1. Hafta Aktif Camur Numunesi, 11: 2. Hafta Aktif Camur Numunesi, 12: 3.
Hafta Aktif Camur Numunesi 13: 14. Hafta Aktif Camur Numunesi, 15: 5. Hafta Aktif Camur
Numunesi, 15: 6. Hafta Aktif Camur Numunesi, 16: 7. Hafta Aktif Camur Numunesi, 17: 8. Hafta
Aktif Camur Numunesi



Tablo 4.17. REP-PZR Jel Analizdr Verileri
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REP-PZR Jel Analizar Verileri

MWi(bp}

EBA 0.Hafta

EBA 1.Hafta

EBA 2.Hafta

EBA 4.Hafta

EBA 5.Hafta

EBAG.Hafta

EBA 7.Hafta

EBA 8.Hafta

AIELBA 0.Hafta

AIELBA 1.Hafta

AIELBA 2.Hafta

AIELBA 3.Hafta

AIELBA 4.Hafta

AIELBA 5.Hafta

AIELBA 6.Haftal

AIELBA 7.Haftal

AIELBA 8.Haftal

2208.3

X

1573

1330

1702

1675.7

1401

1352

1250

1130.3

1053

1032

381

341

924

855

815

779

7208

708

683

633

535

552

537

4516

471.5

460.7

427

87

337.1

EREN N

ENEN N

ENEN N

ENEN N

ENEN N

ENEN N

353.5

317

155

227.5

215.1

205

177
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Tim orneklerden elde edilen REP-PZR iriinlerinin elektroforetik analizleri
sonucunda 2200-180 bp arasinda 37 farkli DNA band: gozlendi (Sekil 4.38, Tablo
4.17). EBA’da farkli bant sayis1 25 (170- 2000bp arasinda) iken, AIELBA’da farkli
bant sayis1 26 (200-2200bp arasinda) adettir. EBA i¢in ilk 4 numunenin bant
profilleri farklilk gosterrken 5-8 numuneler arasinda daha benzer olarak
gozlenmistir. AIELBA’da ise 9. numune, REP-PZR profili diger numunelere gore
daha farkli bulunurken 10. numuneden sonra toplanan haftalik numunelerde REP-
PZR profilleri ¢ok benzer bulunmustur. Ayrica elde edilen bantlar i¢cinde cogu
numunelerde ortak olan yaklasik 450 bp, 700bp ve 950 bp’lik bantlarin varhgi
“filamentli camur kabarmasinin meydana geldigi” ve “filamentli camur kabarmasinin
meydana gelmedigi” numuneler arasinda farklilik gosterdigi bulunmustur. EBA
numunelerinde, 450bp, 950 bp ve 700 bp’ lik bantlar 2. aydan sonraki 6rneklerde
bulunmamakta, 7. ve 8. haftalarda alman 6rneklerde de g6zlemlenmemektedir (Sekil
4.166). AIELBA numunelerinde, 950 bp bant bulunmazken; 3. haftadan (12-17

numuneler) itibaren 700bp.lik yeni markir olugsmustur.

Son yillarda molekiiler biyolojideki hizli gelismeler nedeniyle su ve atiksudaki
arttiminda kullanilan mikrobiyal kommunitelerin hizl1 ve kesin teshisinde, morfolojik
ve klasik biyokimyasal yontemlerin yerini genetik tiplendirme almaktadwr. Ciinkii
karisik ortamdaki mikroorganizmalarin tanimlanmasmda kullanilan konvensiyonel
metotlar ile saf kiiltiir elde edilmesi, zahmetli deneysel ¢aligmalar yapilmasmi
gerektirmektedir. Kiiltiir-bagiml teknikler ile gesitli gevrelerdeki bakterilerin ancak
%1 tanimlanabilmektedir (Riesenfeld ve ark., 2004). Bu teknikler, zahmetli, zaman
alic1 ve az bilgi verici olup kontaminasyona agiktir. Bu tekniklerle dogal mikrobiyel
kommunitenin ¢esitliligi ve kompozisyonu hakkinda kisa zamanda bilgi edinilmez.
Dolayisiyla, bu tekniklerin ekosistem miihendisliginde ve biyogesitlilik
calismalarinda kullanilmas1 yaygin degildir. 1990’ It yillarda gelistirilmeye baslanan
yeni molekiiler teknikler mikrobiyal ekoloji cahsmalarinda kullanilmaya
baslanmistir. Ribozomal RNA temelli sistematik ¢alismalarda sadece organizmalarin
klasifikasyonunda degil ayni zamanda kompleks mikrobiyal kommunite ile in situ
calisma yapimasma olanak saglamaktadir. Bu teknikler arasinda, klonlama ve gen
kiitiphanelerin olusturulmasi, ARDRA, RISA, T-RFLP gibi ydntemler yer

almaktadwr. Diger yandan, PZR metoduna dayali yontemler kiiltire edilemeyen
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mikroorganizmalarm tanmimlanmas: hizli, giivenilir ve kolaydwr. Ozellikle tiir
tanisinda rDNA genleri en kesin sonuglari vermektedir. Bakterilerdeki rDNA
(rbozomal DNA) operonuna spesifik olarak tasarlanmis evrensel PCR primerleri ile
cok sayida bakteri teshis edilebilmektedir. Tir i¢i genetik yakmbhklarin
belirlenmesinde ve detayh c¢esitlilik analizlerinde ise gen dis1 korunmus tekrarh
bolgeler kullanilmaktadir (Shannon ve ark., 2007; Herrera ve ark., 2007). Bu diziler
“tekrarli gen dis1 palindromik” (REP), “enterobakteriyel tekrarli genler arasi ortak
diziler” (ERIC) ve BOX elementidir (Versalovic ve ark., 1991; Louws ve ark., 1994).

Su ve atiksudaki aritimmda kullanilan mikrobiyal kommunitelerin PZR yontemi ile
aktif camuru olusturan mikroorganizmalar tiire 6zgiil DNA dizilerine dayal olarak
tasarlanmig primerler yardimyla kesin sonuglar elde etmemizi saglar. PZR
sonu¢larinin bir giin i¢inde degerlendirilmesi; genomik DNA kullanilabilmesi bu

yontemin avantajlaridir (Cepni, 2007).

Bu ¢aliymada 16S-18S rDNA genlerine uygun primerler tasarlanmis ve PZR ile
cogaltilmistrr.

Elektroforez ile de PZR iiriinleri goriiniir hale getirilmistir. Bu yontem ile klasik
zenginlestirme yontemleriyle mikroorganizmalarin ¢ogaltilmas1 ve saflagtirilmasi
admi yapilmamig, hem maliyet, zaman ve analizin dogrulugu agisindan iis tiinlik

saglanmugtir.

Calismamizda ayrica REP-PZR kullanilarak iki farkli (EBA, AIELBA ile beslenen)
aktif camurda ¢ok sayida molekiiler markirlar elde edilmistir. Bu markirlar toplam
bakteri popililasyonu kokenli olup farkl sartlarda olusabilecek degisikliklere bagh
olarak polimorfizme isaret edebilir. REP-PZR’ 1 aktif camurda kullanimina yonelik
literatiirde tek bir ¢alisma bulunmaktadir. Bu c¢alismada, REP-PZR parmak izi
metodu kullanilarak ¢amur kabarmasi olmadigi ve ¢amur kabarmasinin meydana
geldigi camur Orneklerindeki bakteriyel komunite degisimi belirlenmistir.
Karakteristik REP-PZR parmak izi profilleri, elde edilen bantlarin entegre optik
yogunluk (IOD) olgtilerek ve birbiri ile karsilastwrilmasiyla elde edilmistir. Bu
caliymada elde edilen REP markirlarinin yogunlugu, 499 bp, 501 bp ve 685 bp’ lik
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olarak elde edilmis ve ¢amur kabarmasmin oldugu - ¢amur kabarmasinin meydana
gelmedigi 6rneklerde karsilastirilmistir. Camur kabarmasinin meydana geldigi camur
orneklerinden 449 bp elde edilen bantlar gamur kabarmasinin meydana gelmedigi
499 bp lik bantlardan daha az yogunlukta; 501 ve 685 bp’ lik bantlarin ise ¢amur
kabarmasmin meydana gelmedigi bantlara gore daha az yogun olarak bulunmustur
(Sottysik ve ark., 2011).

Bizim ¢aligmada elde edilen REP markirlarmin varligi (450bp, 700bp ve 950 bp’ lik)
camur kabarmasi olmadigi ve camur kabarmasmm meydana geldigi camur
orneklerindeki numuneler arasinda farkhilik gostermistir. 950 bp ve 700 bp’ lik
bantlarin varlig1 2. aydan itibaren artarken, 450bp’ lik bantm varhgi 2. ayda azalmis
hatta 7. ve 8. haftalarda g6zlemlenememistir (Sekil 4.36). Bu nedenle elde edilen
sonuglar, literatiirde daha Once belirlenmis sonuglarla paralellik gostermistir
(Soltysik ve ark., 2011). AIELBA numunelerinde, 950 bp bant varligi azalirken 700
bp’ lik bantlarin varhg: 3. haftadan (12-17 numuneler) itibaren ortaya ¢ikar, 450 bp’
lik bantin yogunlugu ise disik yogunlukta gozlemlenmektedir. AIELBA
numunelerinde elde edilen bant profilleri EBA numunelerine gore farklilik
gostermigtir. Clinkl, EBA numuneleredinde filamentoz ¢camur kabarmasi (Sekil 4.19,
Tablo 4.15) meydana gelirken AIELBA numunelerinde fungal ¢amur kabarmasi
(Sekil 4.20, Tablo 4.16) meydana gelmistir. Bu sonug, mikroskobik gozlemlerle elde
edilmistir. Ve REP-PZR bant profilleri de bu sonucu dogrulamaktadir. Ayrica
reaktor, 2. ayda kararh sartlarda igletilmistir. DNA numuneleri reaktoriin baglangic
ve kararli isletme sartlarindaki mikrobiyel komunitenin degisimini ortaya koymak
icin haftalik olarak toplanmstir. AIELBA’ da kararl sartlarinin olusumu daha hizh
olmustur. Bu durumda, atiksuyun toksik karakterde oldugu ve bu atiksuda diger
mikroorganizmalara  gore  Ustlinlik kazanan  mikrorganizmalarm  iiredigi

disiintilmektedir.
4.2.6. Bakteri izolasyonu ve identifikasyonu
Kararli sartlarda isletilen biyoreaktdordeki aktif ¢amur numunesinden, aseptik

sartlarda 107 - 10® seyreltme hazirlanarak i¢inde durham tiip bulunan 10 mL lik
Laktoz Buyyon ve Nutrient Buyyon tiiplere 1 mL numune ilave edilmistir.
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Hazirlanan tiipler, 48 saat siiresince 35 + 2 °C de inkiibe edilmistir. 48 saat sonra

Laktoz Buyyonda gaz olusumu gozlenmistir.

Kullanilan besiyerleri Nutrient Buyyon (NB, Merck), Laktoz Buyyon (LB, Merck)
zenginlestirci besiyeri olarak kullanilmis, NB ve LB Buyyon’ da iireyen
mikroorganizmalar, Flourocult Violet Red Bile Agar (VRB-MUG Agar, Merck) E.
coli aranmas1 ve sayilmasi i¢in selektif kat1 besiyeri olarak, Cetrimid Agarda (Merck)

P. aeroginosa’ nin izolasyonu ve 6n tanimlanmasi i¢in selektif kat1 besiyeri olarak

kullanilmistir (Tablo 3.5).
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Tablo 4.18. Ticari olarak satin alinan ve izolasyonu yapilan bakterilerin BD BBL Crystal (Bacton Dickinson) sonuglar

Bakteri [smi ARA | MNS | sUC MEL RHA SOR MNT | ADO GAL INO PHO BGL NPG PRO BPH
Pseudomonas aeroginosa

- + - - - - - - - - + - - + -
ATCC 9027
Echerichia coli

+ + - + + + + - + - - + + - +
ATCC 8739
Pseudomonas aeroginosa - + - - - - - - - - + - - + _
Echerichia coli + + - + + + + - + - - + + - +

ARA: Arabinoz MNS: Mannoz SUC: Siikroz MEL: Melibioz RHA: Ramnoz SOR: Sorbitol MNT: M annitol ADO: Adonitol GAL: Galaktoz INO: Inositol PHO: p-n-p-fosfat BGL:
p-n-p- a-p-glukozid NPG: p-n-p- a-B-galaktozid PRO: Proline nitroanilid BPH: p-n{ bis-fosfat

Bakteri Ismi BXY | AAR | PHC GLR NAG | GGL ESC PHE URE GLY CIT MLO | TTC ARG | LYS
Pseudomonas aeroginosa

- - + - - + - + + + + + + + +
ATCC 9027
Echerichia coli

- + - + - + + - - - - - + + +
ATCC 8739
Pseudomonas aeroginosa - - + - - + - + + + + + + + +
Echerichia coli - + - + - + + - - - - - + + +

BXY: p-n-p-ksilozid AAR: p-n-p-a-arabinozid PHC: p-n-p-fosforilkolin GLR: p-n-p-B-glukuronid NAG: p-n-p-N-asetil glukozaminid GGL: y-L-glutamil p-nitroanilit ESC: Eskulin
PHE: p-nitro-DL-fenilalanin URE: Ure GLY: Glisin CIT: Sitrat MLO: Malonik asit TTC: Trifenil Tetrazolium Klorid ARG: Arjinin LYS: Lizin
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4.2.7. Minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerleri

HBA kullanilarak segilen aktif ¢amur izolatlar1 ve satin alinan suslarin minimum

inhibisyon konsantrasyon dozlar1 Tablo 4.19” da 6zetlenmistir.

MIK degeri i¢in yapilan testlerde satin alman (Echerichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027), ve bu suslarm karisimi (Echerichia coli
ATCC 8739 ve Pseudomonas aeroginosa ATCC), Aktif Camur Izolatlar:
(Echerichia coli, Pseudomonas aeroginosa) ve yine bu izolatlarin (Echerichia coli ve

Pseudomonas aeroginosa) karisimi %50 HBA da iireme gostermektedir.

Tablo 4.19. MiK Deney Sonuglar1

Ham Biyodizel Atiksu (%)

Bakteri 100 50 25 125 | 625 3125 | 156 [ 078 | 039 0
Echerichia coli AT CC 8739 - + + + + + + + + +
Pseudomonas aeroginosa

+ + + + + + + + +

AT CC 9027
Karism (E.coli ATCC 8739
ve P. aeroginosa ATCC - + + + + + + + + +
9027)
Echerichia coli (Aktif Camur
. + + + + + + + + +
Izolat1)
Pseudomonas aeroginosa

. + + + + + + + + +
(Aktif Camur Izolat1)
Aktif Camur Izolatlarinm
Karigm1 (E. colive P. - + + + + + + + + +
aeroginosa)

+: Ureme pozitif, -: Ureme negatif
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4.2.7.1. Secilen izolatlarin ve satin alinan suslann ham biyodizel atiksuyu

(HBA)’ nu parcalama egilimi test sonuclar

Biyodizel atiksuyunu aritmak i¢in kullanilan siirekli reaktdr aktif camur sisteminden
izole edilen ve satin aliman suslarin ham biyodizel atiksuyunu (HBA) parcalama
yeteneklerini belirlemek amaciyla testler yapilmistir. Bu ¢aligmalar, Boliim 3’ te
anlatildig1 sekilde hazrlanmistr. Buna gore 30 giin boyunca 72 saatte bir numune
alinarak TOK, KOI, pH parametreleri analiz edilmistir. Elde edilen degerler Tablo
4.20-4.21° de gosterilmistir.

Tablo 4.20. Satin alinan suglarm hambiyodizel atiksuyu (HBA)’ nu pargalama egilimi testleri

. E.coliATCC 8739 . . E.coli ATCC8739+
E.coli ATCC8739 P-aeroginosa + P.aeroginosa E.col P-aeroginosa P.aeroginosa
Giin ATCC9027 ATCC9027 ATCC8739 | ATCC9027 ATCC 9027
TOK | KOi | TOK [ KOI | TOK | Koi
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (marLy | (mg/L) | gy PH
0 16137 | 56457 | 16137 | 56457 | 16137 | 56457 7 7 7
3 11046 | 33140 | 11166 | 33555 | 9864 29563 7.5 7.5 7.5
6 6732 | 21206 | 9414 [ 28242 | 6930 21275 75 75 75
9 9762 | 29380 | 11412 | 34236 | 8376 25346 7.5 7.4 8
12 7200 | 21600 | 10692 | 30000 [ 5394 16182 7.5 7.3 8
15 5387 | 17293 | 9648 | 29427 | 4329 13187 7.5 6 8
18 3558 | 10959 | 9432 | 28400 [ 4116 12348 7.5 55 8
21 3198 9786 9420 | 28260 [ 3900 12967 7.5 5 8
24 | 3000 [ 9600 | 8988 | 28762 [ 3861 12559 7 6.5 8
27 2988 8964 7896 | 23725 | 3897 11568 7 6.5 7
30 2946 8892 7260 | 21780 | 3786 11358 7 6.5 7

Satin alinan suslardan E.coli ATCC8739 ile yapilan deneyde baslangigta 16137 mg/L
TOK ve 56457 mg/L KOI iceren HBA, 30 giin sonunda TOK degeri 2946 mg/L,
KOI degeri 8892 mg/L ye diismiis, pH degeri 7-7.5 arasinda degiskenlik gdstermistir.
P.aeroginosa ATCC9027 ile yapilan deneyde ise baslangigta 16137 mg/L TOK ve
56457 mg/L KOI igeren HBA 30 giin sonunda TOK degeri 7260 mg/L, KOI degeri
21780 mg/L ye diismiis, pH degeri 7-6.5 arasinda degiskenlik gostermistir. E.coli
ATCC8739 + P.aeroginosa ATCC9027 karismm ile elde edilen sonuglar ise
baslangigta 16137 mg/L TOK ve 56457 mg/L KOI igeren HBA 30 giin sonunda
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TOK degeri 3786 mg/L, KOI degeri 11358 mg/L ye diismiis, pH degeri 7-8 arasinda

degiskenlik gostermistir.

Tablo 4.21. Segilen izolatlarn ham biyodizel atiksuyu (HBA)’ nu pargalama egilimi testleri

. . E.coliAC. + . . E.coliAC. +
E.coliAC. P.eroginosa AC. . E.coliAC.| P.eroginosa .
P.eroginosa AC. P.eroginosa
izolati izolat1 izolat1 AC.izolat1
izolatlan AC. izolatlan
. TOK | KOoi | TOK | KOi | TOK | KOi
Giin pH
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (Mg/L) | (mg/L)
0 16137 | 56457 | 16137 | 56457 | 16137 | 56457 7 7 7
3 9300 32550 9420 29425 | 10602 | 33345 7.5 7.5 7.5
6 8043 24129 7236 24346 7914 | 23742 7.5 7.5 7.5
9 8154 24523 7122 21365 7674 | 24487 7.6 7.5 7.5
12 6690 20846 4998 14993 5985 [ 17955 7.8 8 75
15 5691 17165 4605 11233 5139 | 15417 7.9 8 7.8
18 4518 14753 4626 13800 3414 | 11096 8 8 8.8
21 3954 12796 4092 12285 4038 | 12114 8 8 8.8
24 3888 13000 3900 10000 3966 | 11890 8 8 8.8
27 3000 10068 3759 11239 3795 | 11385 7.5 7 75
30 2850 8476 3723 11000 3609 | 10430 7 7 7.5

AC: Aktif Camur

Aktif Camur izolatlarindan olan E.coli ile yapilan deneyde baslangicta 16137 mg/L
TOK ve 56457 mg/L KOI igeren HBA 30 giin sonunda TOK degeri 2850 mg/L, KOI
8476 mg/L degerlerine diismiis, pH degeri 7-8 arasinda degiskenlik gostermistir.
P.aeroginosa izolat1 ile yapilan deneyde ise baslangigta 16137mg/L TOK ve 56457
mg/L KOI iceren HBA 30 giin sonunda TOK degeri 3723 mg/L ye, KOI 11000 mg/L
degerlerine diismiis, pH degeri 7-8 arasinda degiskenlik gdstermistir. E.coli +
P.aeroginosa karigmmi ile elde edilen sonuglar ise baslangigta 16137 mg/L TOK ve
56457 mg/L KOl iceren HBA 30 giin sonunda TOK degeri 3609 mg/L, KOI de
10430 mg/L degerlerine diismiis, pH degeri 7-8.8 arasinda degiskenlik gostermistir.

HBA’
karsilastirildiginda, E.coli aktif ¢amurdan izolati ile E.coli ATCC8739 arasinda

nin biyodegradasyonunda aktif c¢amur izolatlar1 ve satin suslar

anlamh bir fark gozlenmezken P. aeroginosa AC. izolat1 ve P.aeroginosa
ATCC9027 arasinda HBA’

AC.

fark  gdzlenmistir.

daha

nin biyodegradasyonunda P.

aeroginosa izolatinin etkin  oldugu  gozlenmistir.  E.coli
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ATCC8739+P.aeroginosa ATCC 9027 karisimi ve E.coli AC.+P.eroginosa AC.

karigimm ile arasinda ise anlamli1 bir fark elde edilmemistir.



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Biyodizel atiksuyunda yag asitleri, metil esterleri, gliserin ve metanol gibi maddeler
bulunmaktadr. Bu maddelerin atiksudan uzaklastirilmas1 i¢in 6n islem olarak bazi
solventlerle ekstraksiyon ve elektrokoagiilasyon ile 6n aritimdan sonra aktif ¢camur
sistemi ile ya da dogrudan ham biyodizel atiksuyunun bazi mikroorganizmalarla
biyolojik aritilabilirliginin ortaya konmaya calisildigt bu g¢ahsmada, asagidaki

sonuglar ulagilmistir.

1. On aritimdan sonra, atksuyun kesikli biyolojik reaktdrde aritilabilirligi
calismalarinda KOI degerinin 25000 mg/L den 406 mg/L ye diistiigii tespit
edilmis ve %98 KOI giderim verimi elde edilmistir. %50 seyreltilen ekstrakte
atiksuyun kesikli biyolojik aritma ¢alismalarinda ise KOI degerinin 15500 mg/L
den 150 mg/L ye diistiigii tespit edilmistir ve boylece KOI giderme verimi %99

olarak sonuglanmustir.

2. BOI deney sonuglari, EBA’ nin AIELBA’ ya gore daha az toksik oldugu FeELBA
nin ise en toksik oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, siirekli biyolojik aritma

caliymalarisadece EBA ve AIELBA ile yapilmistir.

3. Ekstraksiyon veya elektrokoagiilasyondan elde edilen atiksularin, tam karigmml
sirekli akmmli aktif camur sisteminde direkt olarak aritilmasi miimkiin
olmamaktadir. Ancak KOI degeri 1000 mg/L civarna kadar seyreltilmesi

durumunda aritma sonuglar1 agsagidaki gibi olmaktadir;

Ekstraksiyon sonrasinda biyodizel atiksuyun tam karigimli stirekli akimli aktif
camur reaktdriiniin kararl sartlarda, hidrolik bekleme siiresi 4.35 saat ve atiksu
debisi25.92 L/giin olarak isletilmis ve TOK giderme verimi %92, TN giderme ise
%44 olarak tespit edilmistir.
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Aliminyum elektrotlu elektrokoagiilasyon prosesinden elde edilen atiksuyun tam
karigmml1 aktif ¢amur siirekli reaktoriinde TOK %90 ve TN %36 oraninda

giderilmistir.

. Aktif ¢amur mikrobiyel kommunitesinin tanimlanmasi amaciyla, filament
identifikasyonu ve aktif c¢amur biyokiitlesinin faz kontrast mikroskopta

incelenmesinin yani sira, PZR ile genotiplendirme de yapilmistir.

. Ekstrakte biyodizel atiksuyu (EBA)’ nun tam karigmmli aktif ¢camur siirekli
reaktoriinde aritilmasmda haftalik alman numunelerde yapilan filament teshisinde
S.natans, Actinomycetes, Zooglea ramigera tirlerinin baskin oldugu tespit
edilmigtir. Aktif camurun PZR ile tanisinda mikroorganizma tiir dagilimlarinin,
%100 filamentli bakteriler ve %100 Acinetobacter, %62.5 AOB kommunitesi,
%62.5 Actinomycetes, %43.75 de fungus oldugu tespit edilmistir.

. Ayni ¢alismalar, Elektrokoagiilasyon sonrasi atiksuyun (AIELBA) aritilmasinda
da yapilmistr. Filament teshisiyle aktif camurda funguslarmn baskin oldugu
gozlenmistir. Aktif camurun PZR ile tanisinda mikroorganizma tiir dagilimlarinim,
%67 filamentli bakteriler, %89 Acinetobacter, %44.4 AOB kommunitesi, %55.5
Actinomycetes, %94.40 de fungus oldugu tespit edilmistir.

. Mikrobiyel tanimlama yapildiktan sonra, gliserin biyodegradasyon yetenegi olan
E.coli ve ¢esitli toksik bilesenleri (hidrokarbonlar) metabolize etme yetenegi olan
ve biyoremediasyon ¢alismalarinda kullanilan P.aeroginosa aktif camurdan izole

edilmistir.

. Izole edilen mikroorganizmalarla ve satin alinan referans suslar ile ham biyodizel
atikksuyunda ‘“Parcalama Egilim Testleri” yapilarak, atiksuyun biyolojik ayrigma
durumu tespit edilmistir. 250 mL’ lik tim erlenere 450x10® CFU/150 mL bakteri
eklendiginde, icinde E.coli ATCC8739 bulunan erlende 30 giin sonunda KOI
degeri 8892 mg/L olarak, P.aeroginosa ATCC9027 bulunan erlende KOI degeri
21780 mg/L olarak, E.coli ATCC8739+P.aeroginosa ATCC9027 bulunan erlende
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KOI degeri 11358 mg/L olarak tespit edilmistir. Aym calisma Aktif Camur
izolatlar1 ile de yapimistir ve icinde E.coli AC izolat1 bulunan erlende 30 giin
sonunda KOI degeri 8476 mg/L olarak, P.aeroginosa AC izolat1 bulunan erlende
KOI degeri 11000 mg/L olarak, E.coli AC.+P.aeroginosa AC bulunan erlende
KOI degeri 10430 mg/L olarak tespit edilmistir.

E.coli ATCC8739, P.aeroginosa ATCC9027, E.coli ATCC8739+P.aeroginosa
ATCC9027 karisik kiiltiirii ile KOI giderme verimleri sirasiyla %84, %61, %80
olarak elde edilmistir. E.coli AC ve P.aeroginosa AC. izolatlar1 ile yaklasik
%80.5 oraninda KOI giderme verimi E.coli AC.+P.aeroginosa AC karisik kiiltiirii

ile %82 oraninda KOI giderme verimi saglanmustir.

Bu sonuglar, aslinda P.aeroginosa AC izolatmin referans susa goére Ham
Biyodizel atiksuyu (HBA)’ nu daha iyi parcaladigmi gdstermistir. E. coli AC
izolatmin ise HBA’ y1 parcaladigi tespit edilmis fakat referans sus ile

kiyaslandiginda anlaml bir fark elde edilememistir.

Sonuglarimiz1 karsilagtiracagimiz biyodizel atiksulari ile ilgili tlilkemizde heniiz
resmi bir standart bulunmamaktadir. Ancak Atiksularmm Kanalizasyona Desarj
Yonetmeligi baz alindiginda (Tablo 4.22) dogrudan Ham Biyodizel Atiksuyunun
bakterilerle parcalanmasi1 sonucunda KOI degerlerinin istenen degerde olmasi i¢in

bakteriler ile doz degerlendirme testlerinin siirdiiriilmesi gerekmektedir.
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Tablo 4.22. ADASU atiksularin kanalizasyona desarj yonetmeligi

IKIi SAATLIK KOMPOZIT ATIKS U
ORNEGINDE iZiN VERILEBILIR DEGER

Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 (KOI, mg/1) 800
Askida Kat1 Madde (AKM, mg/L) 350
Toplam Azot (TN, mg/L) 100
Amonyum Azotu (NH4-N, mg/L) 75
Toplam Fosfor (P, mg/L) 10
Yag/Gres (YA G-GRES, mg/L ) 100
Sicaklik (°C) 40
oH 6-10

Bu g¢alisma sonucunda, ham biyodizel atiksularmm dogrudan bakterlerle
artilmasmda P. aeroginasa onerilebilir. Fakat KOI degerinin ahci desar limitini

saglayabilmesi i¢in baz1 diizenlemelerin yapilabilecegi diistiniilmektedir.

Bunlardan biri, bakteri yogunlugunun yaklasik 14 kat arttirilarak (126x10® CFU/mL)
desarj limitini (800 mg/L KOI degeri) saglayabilir. Buna ilave olarak farkl kirlilik
karakterindeki ortamlardan c¢ok sayida mikroorganizma (bakteri fungus, maya)
izolasyonu yapilarak, bunlarin tek tek ve karigim halindeki biyodegradasyon

yetenekleri lizerinde ¢alismalar yapilabilir.

Sonug olarak, biyodizel atiksularinin, solvent ekstraksiyonu veya elektrokoagiilasyon
prosesinden sonra, tesisteki ylkama sular1 ve evsel atiksularla birlikte kesikli aerobik

sistemde yonetmelik siir degerlerini saglayabilecegi tespit edilmistir.
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