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OZET

Anaerobik membran biyoreaktdrler (AnMBR), kirletici konsantrasyonu yiiksek olan atiksularin aritilmasi igin etkili bir
teknolojidir ancak membran kirlenmesi uygulamanin gelismesini kisitlayan temel faktordiir. Bu calismada, sentetik olarak
hazirlanan hafif tuzlu ve hafif alkali atiksuyun aritilmasi sirasinda meydana gelen membran kirlenmesinin incelenmesi amacryla
batik bir anaerobik membran biyoreaktdr 59 giin boyunca isletilmistir. Biyoreaktor, 3000 mg/L KOI, 3000 mg/L SO4* ve 10000
ile 20000 mg/L tuz konsantrasyonlarina sahip olan sentetik atiksu ile beslenmistir. Tuz konsantrasyonun arttirilmasi kirlenmenin
daha hizli gergeklesmesine sebep olmus ve kek tabakasi olusumu, temel kirlenme mekanizmasi olarak belirlenmistir. SMP ve
EPS fraksiyonlar1 igerisinde SMPp, en bilyilik kismi olusturmustur. Membran gézenekleri, daha ¢ok organik kirlenmeye bagh
olarak tikanmistir. FTIR spektrumlari, membran yiizeylerinde hidroksil fonksiyonel gruplarinin, amid I grubunun ve EPS’nin
seliilozik lipit yapisiyla iligkili gruplarin varligini gostermistir. Ayrica g-proteobacteria grubuna ait bakterilerin, biyoreaktérdeki
baskin mikrobiyal tiirlerin 6nemli bir yiizdesini (%50) olusturdugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Membran biyoreaktér, Membran kirlenmesi, Aki, Direng, Organik kirlenme

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SALTING CHANGE ON MEMBRANE
FOULING IN SUBMERGED ANAEROBIC MEMBRANE BIOREACTOR

ABSTRACT

Anaerobic membrane bioreactors (AnMBR) is an effective technology for the treatment wastewater of high pollutant
concentration but membrane fouling is the main factor that limits the development of the application. In this study, a submerged
anaerobic membrane bioreactor was operated for 59 days in order to investigate membrane fouling during the treatment of
synthetically prepared slightly saline and slightly alkaline wastewater. The bioreactor was fed with synthetic wastewater with
3000 mg/L COD, 3000 mg/L SO4* and salt concentrations of 10000 and 20000 mg/L. Increasing the salt concentration caused
faster fouling and cake layer formation was determined as the basic fouling mechanism. Among the SMP and EPS fractions,
SMP, was the largest part. Membrane pores are mostly clogged due to organic fouling. FTIR spectra showed the presence of
hydroxyl functional groups, amide I group and groups associated with cellulosic lipid structure of EPS on membrane surfaces.
In addition, bacteria belonging to the g-proteobacteria group were found to constitute a significant percentage (50%) of the
dominant microbial species in the bioreactor.

Keywords: Membrane bioreactor, Membrane fouling, Flux, Resistance, Organic fouling

1. GIRIS

Biyokiitle alikonmasi, anaerobik aritimm en o©nemli yonlerinden biridir. Konvansiyonel yiiksek hizli anaerobik
biyoreaktorlerin basarili bir sekilde isletilebilmesi igin kendi kendine agrega olusumu (6rn., graniiler ¢amurlar) veya biyofilm
olusumu yoluyla hidrolik bekleme siiresinin (HBS) ve hiicre alikonma siiresinin birbirinden ayrilmasi gereklidir [1], [2]. Bununla
birlikte, konvansiyonel anaerobik reaktorler, spesifik mikroorganizmalarin eklenmesi ve tutulmasi yoluyla belirli bir metabolik
kapasitenin sisteme eklenmesi i¢in ¢ok uygun degildir ¢iinkii eklenen mikroorganizmalar ¢ogunlukla graniilleri veya biyofilmleri
tutamaz veya immobilize etmez ve graniiler ¢amur veya biyofilm sistemlerden ka¢maktadir. Anaerobik membran
biyoreaktorlerde, belirli bir metabolik kapasiteye sahip yeni eklenmis bakteri tiirleri de dahil olmak {izere biyoreaktordeki tim
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mikroorganizmalarin tamamen tutulmasi saglanabilir. Ayrica, membran biyoreaktorler (MBR) graniilasyona veya biyofilm
olusumuna bagli degildir boylece MBR'ler hiicre siispansiyonlar1 veya zayif ¢cokelme 6zelliklerine sahip floklar ile de isletilebilir.
Bu nedenle, MBR'lerin saf bir kiiltiir veya bilinen bakteriyel tiirlerin bir kombinasyonu ile asilanmasi, biyokiitle kacis1 olmadan
gergeklestirilebilir. Ayni1 zamanda bu durum, ¢ok diisitk HBS degerlerinde bile spesifik bir metabolizma gergeklestiren yavas
biiyiiyen mikroorganizmalarin biiyiik bir popiilasyonunun alikonmasina bagli olan biyolojik sistemler i¢in 6zellikle ilgi ¢ekicidir
[3]. Bu avantajlariyla birlikte MBR'nin, temel dezavantaji membran kirlenmesidir, bu da membran siiziintii akilarinin azalmasina
ve dolayisiyla maliyetlerin artmasina ve MBR'lerin daha hizli bir sekilde ticarilesmesinin engellenmesine neden olur [4]. Ayrica,
membran maliyeti son yillarda énemli dl¢lide azalmis olmasina ragmen, anaerobik membran biyoreaktdrlerin (AnMBR'lar) tam
oOlgekte uygulanmasinda halen 6nemli bir maliyet s6z konusudur [5].

Tuzlu atiksular biyolojik aritma igin bir zorluk olusturmaktadir. Nitekim, biyogaz iiretimi ve organik madde giderimi
bakimindan AnMBR performansi, deniz mahsulleri isleme ve peynir iiretiminden kaynaklanan atiksu gibi yiiksek oranda tuzlu
beslemelerin aritimi s6z konusu oldugunda azalmaktadir [6]. Tuzlulugun ¢amur iizerinde birgok etkisi vardir. Tuzlu su
yogunlugu tatl sudan daha yiiksektir, bu da daha yiiksek kaldirma kuvvetleri sayesinde bozulmaya kars1 daha fazla direng saglar.
Yiiksek tuz konsantrasyonlari, hiicre plazmolizine ve kanalizasyonda genellikle bulunan ozmotik basincin artmasina bagli olarak
mikroorganizmalarin 6liimiine neden olur ve bu da parcacik boyutunda ve yogunlugunda bir azalmaya neden olur. Ayrica
tuzluluk duyarliligi, floklarin mekanik biitiinliigiinde ve yapisinda 6nemli bir rol oynayan filamentli bakteri miktarini azaltir. Son
olarak, protozoa eksikligi de ¢ikis suyu bulanikligini artirabilir. Yani, yiiksek tuzluluk, enzim inhibisyonu, hiicre aktivitesinde
diisiis ve anaerobik mikroorganizmalar i¢in plazmoliz ile sonuglanabilir, béylece anaerobik aritim iglemini olumsuz yonde etkiler
[7]. Ayrica artan tuz konsantrasyonu, tuzluluk seg¢imine bagli olarak mikrobiyal toplulugu degistirir [8]. Mikroorganizmalar
farkli optimum tuz konsantrasyonlarina sahip olduklarindan, mikrobiyal topluluk yapisi, EPS (hiicre dis1 polimerik maddeler) ve
SMP (¢6ziinlir mikrobiyal triinler) iiretimi ve membran biyokirlenmesi igin ¢ok 6nemlidir [9], [10]. Halotolerant (tuzluluga
toleransli) veya halofilik mikroorganizmalarin aklimasyonu ve ortama verilmesi, artan bir tuz ortami i¢in uygulanabilir
stratejilerdir [8]. Klasik MBR sistemi, diisiik tuzlu (<10 g/L NaCl) atiksularin verimli bir sekilde aritilmasi i¢in dogrudan
kullanilabilir. Daha yiiksek tuzluluklar icin MBR sistemlerinde 6n aritim uygulanabilir.

Bu ¢alismada, hafif tuzlu ve alkali kosullarda isletilen batik bir anaerobik membran biyoreaktdrde es zamanli siilfat ve organik
madde giderimi esnasinda tuzlulugun membran kirlenmesi tizerindeki etkisi incelenmistir. Bu amagla, Van Golii’'nden alinan
camurla asilanan ve belirli bir kimyasal oksijen ihtiyacy/siilfat (KOI/SO4?) oraninda, hidrolik bekleme siiresinde (HBS), organik
yiikleme oraninda (OLR) ve siilfat ylikleme oraninda (SLR) isletilen reaktdrde iki farkli tuzluluk oraninin, membrandaki aki,
transmembran basinci ve membran direnci iizerine etkisi arastirilmistir. Ayni zamanda membran kirlenmesinin degerlendirilmesi
acisindan membran modiil yiizeyi bakteriyel analiz, PBD (partikiil biiytikligii dagilimi), FTIR (fourier doniisiimi kizilGtesi),
SEM (taramali elektron mikroskobu) ve EDX (enerji daginimli x-1s1n1 analizi) analizleri ile detaylica incelenmistir.

2. MATERYAL VE METOT

2.1. Anaerobik Membran Biyoreaktor

Calismada, 110Y043 no’lu TUBITAK destegiyle yapilan laboratuvar dlgekli tam karisimli anaerobik batik MBR sistemi
kullanilmistir. Reaktoriin sematik gériiniimii Sekil 1°de verilmistir.

Reaktorde; besleme tanki, proses tanki, siiziintii suyunu desarj eden peristaltik pompa (Watson Marlow 320S), 2000 mL
stiziintii suyu depolama tanki, membran modiilii (hollow fiber), transformatér, sicaklik géstergesi, manometreler, vanalar, PVC
ve silikon baglant1 borular1 bulunmaktadir. ki yonlii ¢alisan siiziintii suyu pompalar1, merkezi kontrol paneli ile yari otomatik
olarak kontrol edilmektedir. Sistem bir su ceketine sahiptir ve dikdortgen seklindeki su ceketi icerisinde silindir sekilli anaerobik
tank yer almaktadir. Reaktoriin toplam sivi hacmi 24,5 L’dir. Reaktorde tam karisimi saglamak i¢in pedalli karistirict (Heidolph,
RZR 2041) kullanilmistir. Karistiricinin hizi 0-150 rpm arasinda degisebilmekte ve degerler dijital ekranda goriilebilmektedir.
Sistemde aki basinci igin manometre (Kellgr Drugmeststedhing, PA-21-BA) kullanilmistir. Manometre bir kontrol paneli
vasitasiyla kontrol edilmis ve bu panel bilgisayar programiyla (DAQ factory run time) desteklenmistir. Aki Sl¢limii icin
kullanilan terazi (AND, EK 3000i) bir bilgisayar programina (Rs multi ver. 1.10P) baglanmis olup anlik ak1 ve basing degisimleri
izlenmigtir. Caligmada kullanilan membran modiilleri, Zena Membranes’den temin edilen hollow fiber tipteki 0,1 pm por ¢apina
sahip olan polipropilen membranlar ile hazirlanmigtir. Membranlar, isletim sart1 degisiminde yenisi ile degistirilmis ve temiz
membran ile kirli membran numuneleri i¢in membran ylizeyinde analizler gergeklestirilmistir.
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Sekil 1. Anaerobik batik membran biyoreaktor: 1) Tam karigimli anaerobik reaktor, 2) Membran 3) Mekanik karistirici, 4)
Isitma tanki, 5) Termostatli 1sitici, 6) Dalgi¢c pompalar, 7) Gaz ¢ikisi, 8) Atiksu besleme tanki, 9) Basing sensérleri, 10)
Bilgisayar baglantili kumanda tablosu, 11) Peristaltik pompa, 12) Bilgisayar baglantili teraziler, 13) Bilgisayar

2.2. AnMBR isletim Kosullar

AnMBR, Tablo 1’de bilesimi verilen sentetik olarak hazirlanan atiksu ile beslenmistir. Karbon kaynagi olarak asetat ve
etanol, siilfat kaynagi olarak Na»>SO4 kullanilmistir. Reaktdr toplamda 409 giin boyunca isletilmis, bu siire igerisinde farkli karbon
kaynaklarinin, HBS’lerin, KOI/SOs* oranlarinin sistem {izerindeki etkisi incelenmistir. Bu calismada ise tuzluluk
konsantrasyonu 310-340 giinleri arasinda 10 g/L iken son 29 giinde yani 380-409. giinlerde 20 g/L’ye ¢ikarilarak tuzlulugun
membran kirlenmesi iizerindeki etkisi incelenmistir. Yani reaktor 409 giin boyunca isletilirken bu siirenin 59 giinliik kisminda
tuzlulugun etkisi, geri kalan kisminda ise HBS, KOI/SO4% oranlar1 gibi sartlarin etkisi incelenmistir. Bu calismada da 59 giinliik
siirede elde edilen sonuglar sunulmustur. Bu amagla bu iki periyotta KOI/SO4* ve etanol/asetat orani 1 olarak ayarlanmis ve bu
oranlara gore sentetik atiksuya ilave edilecek olan kimyasal miktarlari belirlenmistir. Biyoreaktordeki isletimde pH yaklagik 9,5
civarinda tutulmus ve sicaklik 37 °C olarak ayarlanmistir. Reaktor 1/3 oraninda as1 (zenginlestirme sonrast DSMZ)/sentetik
atiksu karigimiyla beslenmistir. Reaktor isletiminde HBS, 10 giin olarak ayarlanmistir. 59 giin boyunca ¢alistirilan reaktor
isletimine ait deneysel sartlar Tablo 2’de sunulmustur. Baslangig KOI ve SO4* konsantrasyonu ve HBS esas alinarak reaktor
isletimindeki sartlar degistirilmistir.

Tablo 1. AnMBR beslemesi i¢in kullanilan sentetik atiksuyun bilesimi

Bilesen Konsantrasyon (1000 mL igin)
NaCl 10-20 g
Na;HPO4 029
KCI 029
NH,4CI 10g
Metal soliisyonu 10 mL
Resazurin 0,5mg
NaHCO3 15¢g
Na2003 10 g
Maya ekstrakti 159
Vitamin soliisyonu 10 mL
Na,S.9H,0 1lg
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Tablo 2. AnMBR igletiminde uygulanan sartlar
Periyot Giin KOI (mg/L) SO4* (mg/L) NaCl (mg/L) HBS (giin)
1 0-30 3000 3000 10 000 10
2 31-59 3000 3000 20 000 10

2.3. Membran Kirlenme Karakterizasyonu

Hazirlanan modiillerde sabit transmembran basinci kosullarinda deiyonize su vakumlanarak, deiyonize suyun siiziintii akis1
ve dinamik viskozitesi dikkate alinarak temiz su membran direngleri (Rm) belirlenmis ve hesaplamada asagidaki Denklem (1)

kullanilmugtir [11].

TMP
T M
Burada;
J : Membrandan gecen siiziintii akist (L/m?.sa),
TMP : Transmembran basinci (Pa),
n : Dinamik viskozite (Pa.s)

Rm : Membran direnci (1/m)’dir.
Membran modiiliinde temiz su membran direncgleri belirlendikten sonra modiil, daha 6nceden hazir hale getirilmis olan

biyoreaktore yerlestirilmistir. Membran biyoreaktdrde sabit TMP’de filtrasyonun baglangi¢ asamasinda hizli bir aki azalmasinin
olusacag1 beklenir. Membran kirlenme potansiyelini degerlendirmek icin sabit basingta siirekli aki 6l¢iimii izlenmis ve detayli
hidrolik bir analiz yapilarak Darcy kanununa dayali olan toplam membran direnci Denklem (2)’ye gore tespit edilmistir.

TMP
= — 2

j =1 2)
Kirlenen membran modiilleri sistem igerisinden alinarak olusan kek tabakasi siyrilmis ve deiyonize su kullanilarak aki ve

viskozite belirlenmistir. Spesifik kek direnci disindaki direng (Rm+Rp) Denklem (3)’e gore hesaplanmistir.

] _ TMP (3)

1.(Rm+Ryp)

Kek direnci digindaki direngten (Rn+Rp) temiz membran icin 6lgiilen direng (Rm) ¢ikarilarak por tikanmasi ve yiizeyde
adsorblanma sonucu olusan kirlenme direnci (Rp) belirlenmistir. Asagidaki Denklem (4) kullanilarak toplam direng ve kek

direnci digindaki direncin farki alinarak spesifik kek direnci hesaplanmustir.

TMP
Re=Rp+Re+ Ry == 4
Burada;
J  : Siiziintii akis1 (1/m?.sa),
Rt : Toplam membran direnci (1/m),
n : Siizinti suyunun dinamik viskozitesi (Pa.s),

Rm : Temiz membran direnci (1/m),
Ry : Gozenek tikanmasi ve adsorbsiyondan kaynaklanan kek direnci disindaki direng (1/m),

Re : Kek direncidir (1/m)

2.4. DGGE Analizi

Caligma siiresince AnMBR reaktoriinde mikrobiyal tiir degisimini tespit etmek amaciyla PCR-DGGE (polimeraz zincir
reaksiyonu-denatiire gradyan jel elektroforezi) analizleri gerceklestirilmistir. Bu amagla AnMBR’nin isletme siiresi boyunca
membran ylizeyinden numune alimarak -20 °C’de muhafaza edilerek biriktirilmistir. Mikrobiyal analizler uygulanirken ilk olarak
numunelerde mevcut olan mikroorganizmalara ait DNA, PowerSoil DNA izolasyon Kiti kullamilarak ekstrakte edilmis ve daha
sonra izole edilen DNA’lara PCR islemi (ilk denatiirasyon, denatiirasyon, baglama, uzama ve son uzama iglemleri igin sicakliklar
sirastyla 95, 94, 50, 72 ve 72 °C iken siireler sirastyla 5, 0.5, 1, 2 ve 10 dakikadir) uygulanarak hedeflenen bolgenin ¢ogaltilmasi
saglanmistir. Ardindan elde edilen PCR iiriinlerine DGGE islemi uygulanarak her bir mikroorganizmaya ait DNA nin gradyan
jel igerisinde ayrilmasi saglanmustir. Jel igerisinde ayrilan DNA’lar jelden ekstrakte edilerek PCR iglemi ile tekrar ¢ogaltilmis ve
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DNA dizileme islemine goénderilmistir. Dizi analizi sonuglart BLAST programi kullanilarak gen bankasindaki [12] benzerlik
yiizdeleri, organizma siniflar1 ve referanslari belirlenmistir.

2.5. Analitik Metotlar

SMP analizleri i¢in, karigik sivi 10 dakika siireyle 4000 rpm'de santrifiijlenmis ve daha sonra siipernatant gézenek boyutu
0.45 pm olan bir membrandan siiziilmiistiir. Siiziintli, protein ve karbonhidrat olarak SMP o6l¢iimii i¢in kullanilmustir.
Karbonhidrat ve protein dl¢timleri igin sirastyla fenol-silfiirik asit ve Lowry yontemleri kullanilmistir [13], [14]. EPS 6l¢timii
icin, santrifiijleme isleminden kalan pelete distile su ve formaldehit ilave edilerek 4 °C’de bekletilmistir. NaOH igerisinde
bekletme ile kimyasal ekstraksiyon iglemi tamamlanmistir ve bir kez daha santriflij islemi uygulanmustir. Siipernatant, 0.45 um
gozenek boyutlu filtreden siiziilmiis ve EPS'deki protein ve karbonhidrat konsantrasyonlart belirlenmistir. Protein
kalibrasyonunda standart protein ¢6zeltisi olarak Bovin Serum Albumin (BSA) kullanilmistir. Karbonhidrat analizinde ise
standart c¢ozeltiler glikoz kullanilarak hazirlanmistir. Olgiimler, UV spektrofotometre kullamilarak protein igin 660 nm,
karbonhidrat i¢in 490 nm dalga boyunda aymi kosullarda hazirlanan sahide karsi yapilmistir. Caligma siiresince reaktor
girisinden, stvisindan, ¢ikisindan ve kirlenmis membran yiizeyinden alinan 6rneklerde EPS ve SMP analizleri yapilmistir.

Aym KO1/SO4? oraninda ve aym HBS’de fakat farkli tuzluluk konsantrasyonlarinda calistirlan SAnMBR sisteminde her
calisma periyodu sonunda membran modiilleri ¢ikarilarak, membran modiiliiniin ortasindan yaklasik 1 cm olacak sekilde bir
parc¢a kesilmis ve %2,5 paraformaldehit ¢ozeltisinde bekletilmistir. Kesilen membran 6rnekleri 0,1 mol/L’lik fosfat tampon
¢ozeltisi ile pH 7,2°de ve +4 °C’de {i¢ kez yikanmistir. Membran tabakasi siyrilmis ve siyrilmamis 6rneklere ait goriintiiler
Taramali Elektron Mikroskobu’nda (FEI-Quanta FEG 250) goriintiilenmistir. Ayrica temiz membranin ve kirlenmis membran
kek tabakasinin inorganik bilesiminin belirlenmesi i¢in Enerji Diffiiz X-Ray analiz cihaz1 (FEI-Quanta FEG 250) kullanilarak
elementel analizleri gergeklestirilmistir. Kirlenmis membran modiillerinin ilizerinde olusan kek tabakasi, bir siinger vasitasiyla
siyrilmis ve kek tabakasimin partikiil boyutlar ile reaktdr sivisinin tane boyutu dagilimi, Mastersizer analizorii (Malvern
Mastersizer 2000) kullanilarak lazer difraksiyon metodu ile hacimsel dagilimlara dayali olarak belirlenmistir. Temiz ve kirlenmis
membranlarin yiizey yapisinda meydana gelen degisimlerin belirlenmesinde FTIR spektrofotometresi (Perkin EImer-Spectrum
100) kullanilmustir.

3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Ak, TMP, Membran Direnci Degisimleri ve Kirlenme Oranlar

Hazirlanan her bir membran modiilii i¢in temiz su membran akilar1 1 saat siire ile alinmistir. Uygun HBS’leri saglayan
transmembran basinglar1 uygulandiginda; akilar her bir membran modiilii igin sirasiyla 54-59 I/m?.sa ve 80-87 I/m?.sa araliginda
hemen hemen sabitlenmistir ve temiz membran direnglerinin ise sirastyla 1,12.10*?-1,35.10*? 1/m ve 7,82.10*-8,1.10'* 1/m
araliginda sabit oldugu belirlenmistir.

Calisma sirasinda peristaltik pompalar istenilen HBS’leri saglayacak olan devir/dak’larda galistirilarak membranda siiziinti
akist izlenmistir. Sekil 2°de membranlarda zamana karsi kaydedilen siiziinti akilari ve ortalama membran direngleri
goriilmektedir. Bu sekle gore baglangig membran aki degerleri giderek azalmustir. Bir siire daha galistirildiktan sonra membranlar
yenisi ile degistirilmistir. Sekilden de goriilebilecegi gibi tim membran modiilleri igin aki degerlerindeki azalma, modiil reaktore
yerlestirildikten sonra ¢ok hizh bir sekilde meydana gelmistir. Yani ilk anlarda ¢ok ani aki diisiisii goriilmiistiir. Daha sonra
isletime devam edildikge aki azalmas1 devam etmesine ragmen bu diisiis ilk giinlerdeki gibi yiiksek hizli olmamistir. Bu durum
tiim membran modiilleri i¢in ayn1 sekilde gerceklesmistir. Bu da, filtrasyon sirasinda, membran gozenek boyutundan daha kii¢iik
partikiillerin gézeneklerde birikmesi, gézenekleri bloke etmesi, daha biiyiik partikiillerin membran yiizeyinde birikmesi [15] ve
ilave olarak, membran yapisinin iginde tutulan veya membran yiizeyinde biriken kolloidlerin ¢6ziinmiis organik bilesikleri
adsorbe edebilmesi [16] sebebiyledir.
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Sekil 2. Her iki periyoda ait membranlarda zamana kars1 kaydedilen siiziintii akilar1 ve hesaplanan ortalama membran
direngleri

P1’in baslangicinda temiz membranin su akis1 56,196 I/m2.sa iken bu deger ilk giinde 18,708 I/m2.sa’e ikinci giinde 3,896
I/m?.sa’e periyodun sonunda 0,329 I/m?.sa’a kadar diismiistiir. P2’de baslangicta 82,055 I/m?.sa olan aki degeri bir giin sonunda
1,416 I/m?.sa’e periyot sonunda 0,470 I/m?.sa’e diigmiistiir.

SAnMBR sisteminin isletilmesi siirecinde, toplam kirlenme direngleri membran modiiliindeki siiziintii akisinin tam tersi
yoniinde artig gostermistir. Membran akisinda baslangigta meydana gelen aki diisiisiine karsilik TMP’de ani artig gézlenmistir.
Hizli TMP artisi, (1) isletme siiresiyle birlikte kek tabakasina uygulanan bir sikigtirmadan ve (2) kek tabakasinin iginde hiicre
dis1 polimerik maddelerin (EPS) iceriginin artmasindan kaynaklanan gézeneklilikteki bir azalma ile iliskili olabilir [17], [18].

Beslemedeki partikiillerin boyutunun membran goézeneklerinin boyutuna orani membrandaki kirlenmeyi en ¢ok etkileyen
parametrelerden biridir [15]. Gozenekler, gézenek capindan daha kiiglik partikiiller tarafindan daha hizli bloke edilir.
Calismamizda da membranlar sisteme yerlestirildikten sonra meydana gelen hizli aki azalmasi dolayisiyla membran direnci artisi
muhtemelen gozeneklerin kiigiik partikiiller tarafindan tikanmasi ve sonug¢ olarak membran gdzenek boyutunun azalmasi
sebebiyledir. Sonrasinda meydana gelen daha diisiik degisim oranlart ise kirleticilerin membran yiizeyindeki kek tabakasinda
birikmesi sebebiyledir.

Membran modiilii igin toplam kirlenme direnci igerisinde spesifik kek direnci (R¢), temiz membran direnci (Rm), gozenek
titkanmasi ve ylizeyde adsorplanma sonucu olugan direng (Rp) bulunmaktadir. Bu hesaplamalarin yapilabilmesi i¢in modiil her
degistirildiginde tizerinde bulunan kek tabakasi dikkatli bir sekilde siyrilmis ve sonrasinda temiz su membran akilar1 1 saat
stireyle alinmig ve Denklem (4)’e gore hesaplamalar yapilmistir. Siyrilmis membranlarin direngleri yani spesifik kek direnci
disindaki direng ise her iki membran modiilii i¢in sirasiyla 2,6.1012-2,7.10% ve 1,69.10%%-1,75.10% olarak hesaplanmustir.

Denklem (4) dikkate alindiginda membran modiilleri i¢in R, degerleri sirasiyla, 1,47.10%? 1/m ve 9,14.10* 1/m olarak hesap
edilmis ve R; degerleri de sirastyla 2,27.10%* 1/m ve 1,49.10%* 1/m seklinde bulunmustur.

Her iki periyot boyunca direng artiglari aki azalmasin1 dogrulayacak sekilde meydana gelmistir. Kirlenme daha ¢ok kek
tabakasi olusumu sebebiyle ger¢eklesmistir ve kek direngleri, por tikanmasi sebebiyle olusan direnglerin 150 ile 165 kati olarak
hesap edilmistir.

P1°de sisteme as1 verilmesiyle birlikte organik madde olarak asetat ve etanol kullamlmustir. Sisteme 3000 mg/L’lik SO4*
konsantrasyonu uygulanmistir. KOI/SO4? oran1 3000/3000 ve etanol/asetat:1500/1500 olacak sekilde ayarlanmistir. Bu periyotta
kirlenmenin ¢ok fazla olmas: siilfatin yiiksek konsantrasyonu sebebiyledir. Song vd. [19], yiiksek siilfat konsantrasyonunun (>
200 mg/L), yukar1 akisli anaerobik ¢amur yatakli reaktoriin isletimi sirasinda, anaerobik ciiriitiiciillerden SMP ve EPS'nin ana
bilesenleri olan karbonhidrat ve proteinin salinimini 6nemli 6lglide arttirabildigini bildirmistir. Hem SMP hem de EPS, aerobik
veya anaerobik MBR sistemlerinde gozenek tikanikliginda ve membran ylizeyinde kek tabakasinin olusumunda énemli bir rol
oynar.

fkinci periyotta yani P2’de artan tuzlulugun membran kirlenmesi iizerindeki etkisi incelenmistir. Bu periyotta membran
degisimi yapilarak isletmeye devam edilmis KOI/SO4?:3000/3000, etanol/asetat:1500/1500 olarak segilmis ve NaCl:20 g/L
olarak uygulanmigtir. Tuz konsantrasyonun artmasi diger periyotlardaki gibi akinin hizla azalmasina neden olmustur. Fakat
toplam membran direnci daha hizli ve daha fazla artis gostermistir. Bu da membran gdzeneklerinde inorganik maddelerin
birikmesi ve membran ylizeyindeki kek tabakasinda EPS ve SMP konsantrasyonlarimin artmasiyla agiklanabilir. Ayrica inorganik
molekiiller, sadece gozenekleri bloke edecek kadar biiyiik olmasa da hiicre dis1 polimerlerin fonksiyonel gruplariyla baglanabilir,
boylece inorganik molekiillerin boyutunu artirabilir ve gozenekleri bloke edebilir [20]. Tuz stresinin membran kirliligini
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arttirdigina dair sonuglar Temmerman vd. [21], tarafindan yapilan ¢alismada da bulunmustur. Yiiksek tuzluluk veya yiiksek
iyonik kuvvetler, elektrostatik ¢ift katmanli itici kuvvetleri azaltir, boylece kirletici kek katmanindaki partikiiller aras1 mesafe
azalir. Bu durum, daha yogun bir sekilde meydana gelmis olan kirlenme tabakasinin olusumuna katkida bulunur ve biyolojik bir
stispansiyonun daha yiiksek iyonik kuvvetinde siiziintii akisina karsi direnci arttirir [22]. P2’yi sartlarin ayni oldugu sadece
tuzlulugun 10 g/L oldugu P1’e kiyaslarsak toplam kirlenme, por tikanmasindan kaynaklanan kirlenme ve kek olusumundan
kaynaklanan kirlenme yaklagik 1,5 kat azalmigtir. Bir diger yonden; floklarin par¢alanmasi, biyolojik aritim siireci i¢in sok
yiiklerin en 6nemli sonucudur [23]. Yiiksek tuz konsantrasyonlari bazi mikroorganizmalarin yapisinin bozulmasina neden olur
ve flokiilasyona yardimet olan polimerleri ve EPS iiretmelerini 6nler [24].

3.2. SMP ve EPS konsantrasyonlarindaki degisimler

Membran kirlenmesinin degerlendirilmesi amaciyla tiim deneysel periyotlarda belli araliklarda giris, reaktor, ¢ikis ve
membran yiizeyinden alinan numunelerde SMP ve EPS konsantrasyon degerleri 6lgiilmiistiir. Sekil 3’de, her iki periyot igin
SMP ve EPS fraksiyonlar1 verilmistir. Her iki parametre igin reaktor ¢ikisinda daha diisiik konsantrasyonlar tespit edilmistir. Bu
durum membran modiiliiniin ve kek tabakasinin SMP ve EPS’yi tutabilen bir ortam sagladigini gdstermektedir. Genel olarak
EPS  (EPS+EPSp)  (EPS’deki  karbonhidrat+tEPS’deki  protein)  degerleri SMP  (SMPy+SMP,)  (SMP’deki
karbonhidrat+SMP’deki protein) degerlerinden daha diisiik olarak belirlenmistir. Ayrica EPS ve SMP, karbonhidratlardan daha
fazla miktarda proteine sahiptir, bu da 6nceki ¢alismalarin sonuglariyla uyum igindedir [25]-[27]. Ayrica daha yavas hidrolize
olmalar1 sebebiyle de proteinlerin konsantrasyonu, karbonhidratlarinkinden daha yiiksektir [17]-[28].
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Sekil 3. Iki periyot i¢in dlgiilen SMP ve EPS fraksiyonlar

Reaktoriin isletildigi ilk 309 giiniin aksine tuzlulugun membran kirlenmesi tizerindeki etkisinin incelenmeye baslandigi P1’de
organik madde olarak etanol ve asetat birlikte kullanilmaya baslanmustir. Iki elektron vericisinin kullanilmasi protein
konsantrasyonunda degisiklige sebep olmustur fakat sistem iki organik maddeye alistiktan sonra meydana gelen dalgalanma
diizelmistir. Proteinde meydana gelen bu degisiklik hiicre liziz Griinlerinden (6rnegin DNA, RNA, enzimler) kaynaklanmis
olabilir. Kek tabakasinda yapilan analizler de asir1 sekilde protein ve karbonhidratin biriktigini gostermistir. Bu durumun bu
periyotta uygulanan as1 sebebiyle meydana gelmis olabilecegi diisiiniilmiistiir.

P2’de tuzlulugun arttirilmas1 SMPy’da bir degisiklik meydana getirmezken, SMPp’de, EPS¢’da ve EPSp’de dalgalanmalara
neden olmustur. Membran yiizeyindeki EPS konsantrasyonunun g¢ok fazla sekilde arttigi SMP konsantrasyonunun ise ¢ok
degismedigi goriilmiistiir. Bu periyotta 6nceki baglikta belirtildigi gibi kirlenmenin artmasi tuzluluk artis1 sebebiyle 6zellikle
EPS’nin artmasi nedeniyledir. Cozlinebilir EPS'deki artis esas olarak plazmolizden ve hiicre i¢i bilesenlerin salinmasindan,
organik maddelerin ve mikrobiyal olarak iiretilen polimerlerin tamamlanmamis bozunmasiyla metabolize edilmemis iiriin ve ara
tirinlerin birikmesinden kaynaklanmaktadir [29]. Bazen bazi mikroorganizmalar, toksik bilesiklere karsi kendini savunmak ve
kendilerini korumak igin polimerler iiretirler. Bu ayni zamanda sodyum kloriir konsantrasyonundaki artisa karsi, ¢6ziiniir
EPS'deki artigin bir nedeni olabilir. Yogalakshmi ve Joseph [24], yaptiklart ¢alismada artan sodyum kloriir sok yiikleri ile bagh
EPS'de azalma ve ¢6ziiniir EPS'de bir artis oldugunu, bagli EPS'de meydana gelen azalmalarin flok bozulmasina neden oldugunu
bulmuslardir.
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3.3. SEM, EDX, FTIR ve PBD Sonuglari

Reaktdrden ¢ikarilan membranlarin yiizeyleri siyrilmamis ve siyrilmis olarak SEM goriintiileri, Sekil 4 ve 5’de ve EDX
sonuglari, Sekil 6 ve 7°de gosterilmistir.

P1’¢ ait SEM goriintiileri incelenecek olunursa; her iki yiizeyde de flok yapilarina benzer yapilarin olusumu gézlenmistir
(Sekil 4). Buna goére mikrobiyal bir kirlenmenin oldugu her iki yiizey i¢in de tespit edilmistir. Bu duruma paralel olarak EDX
sonuglarinda da karbon yiizdesi %80 ve %85 olarak belirlenmistir (Sekil 6). Sekil 5°de P2’ye ait SEM goériintiilerinde siyrilmamig
kisimda her ne kadar kristalize yapilarin mevcut oldugu diisiiniilse de EDX sonuglarina bakildiginda farkli bir durum olugmustur.
Karbon yiizdesi agirlikga %87 iken siyrilmig kisimda bu oran %55’e diigmiistiir. Ayni1 zamanda siyrilmis yiizeydeki Na* ve CI
iyonlarinin mevcudiyeti membran gozeneklerinin bu iyonlarla tikali olabilecegini disiindirmiistiir (Sekil 7).

Membran yiizeyi styrilmamis Membran yiizeyi styrilmig

[} -

mag O | vacM r i —20 um
15.00 kV| 9.7 mm | 5000 x | ESE! 5 MEM-TEK

6/28/2019 | HV | WD |mag Ol|v spot|— 20 ym
12:40:24 PM |15.00 kV|10.0 mm| 5 000 x v | 25 MEM-TEK

Sekil 4. P1’e ait membran SEM goriintiileri (kirmizi: flok benzeri yapilar, sari: EPS benzeri yapilar)

Membran yiizeyi styrilmamis Membran yiizeyi styrilmig

¥

19 HV WD |mag O |v D
PM |15.00 kV[10.0 mm| 5 000 x M | 2.5 MEM-TEK

HV WD |mag O vacMode | spot| ————— 20 um
M [15.00 kV/ 9.1 mm [5000x | ESEM | 25 MEM-TEK

Sekil 5. P2’ye ait membran SEM goriintiileri
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Sekil 6. P1°¢ ait membran EDX sonuglari

Membran yiizeyi styrilmams Membran yiizeyi styrilmis
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Sekil 7. P2’ye ait membran EDX sonuglari

Farkli periyotlarda gerceklesen fonksiyonel gruptaki degisiklikleri belirlemek amaciyla hem kirli membrana ait hem de
ylizeyi styrilmig membrana ait FTIR sonuglar1 asagidaki sekillerde sunulmustur. Sekil 8’de P1°e ait membran FTIR spektrumlari
gosterilmistir. P1°de diger membrana kiyasla siyrilmis membran yiizeyi tamamiyla temiz membran ile aymidir, dolayisiyla
styirma islemi etkin gergeklesmistir. Buna karsilik styrilmamis kisimda 3333, 2163 ve 1634 cm™ spektrumlar: tespit edilerek;
bunlarin hidroksil fonksiyonel gruba ve amid gruplarma ait oldugu belirlenmistir. P2’ye ait FTIR sonuglar ise Sekil 9’daki
gibidir. Buna gore siyrilmig membran yiizeyinde daha fazla fonksiyonel grup ¢esitliligi gézlenmistir. 3380, 2868, 2838, 1648,
1102 cm'?, ikincil protein gruplarina ait amid gruplar ile alifatik metilen bandlarini ve hidroksil gruplarini isaret etmektedir.
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Membran yiizeyi stiyrilmamis Membran yiizeyi styrilmis

% i SR L R IR SR

Sekil 8. P1°¢ ait membran FTIR sonuglari

Membran yiizeyi styrilmamis Membran yiizeyi styrilmis

— e — 2000 00 w0 0 300 00 100

Sekil 9. P2’ye ait membran FTIR sonuglari

Tim periyotlar dikkate alindiginda membran yiizeyinin daha ¢ok protein ve polisakkaritlerden olusan tabaka ile kirlendigi
ve membran yiizeyindeki organik kirlenmenin EPS kaynakli oldugu sonucuna vartlmustir.

Her ne kadar partikiil boyut dagiliminin membran kirlenmesindeki roliiniin hala belirsiz oldugu belirtilmisse de [17,30] tek
basina partikiil boyutunun membran kirlenmesi ile iligkilendirilmeyecegi, flok sekli, EPS/SMP ve AKM konsantrasyonunun
o6nemli oldugu da belirtilmistir [31]. Partikiil boyut dagilimi sonug¢larindan kek tabakasinin ¢ogunlukla 1-100 pm araliklarinda
(daha ¢ok 10-100 pum) oldugu goriilmiistiir. Bu durum iki periyotta da aymidir. Flok yapisinin reaktér isletme faktorlerinin
degistirilmesiyle bir degisime ugramadig1 disiiniilmiistiir. Ng vd. [17], farmasétik atiksularin aritiminda kullanilan anaerobik
biyoreaktordeki membran kek tabakasinda 1 ile 160 um araliklarinda degisen partikiil boyutlarini tespit etmislerdir.

Tuzluluk konsantrasyonunun arttirtldigi son periyotta EPS konsantrasyonu artmis olmasina ragmen SMP konsantrasyonu
¢ok az miktarda azalmis, daha ¢ok karbonhidrat konsantrasyonunda degisiklik meydana gelmistir. Bu durum partikiil boyut
dagiliminin 100-1000 um olan araliginda bir degisiklik meydana getirmemistir. Bu da karbonhidratlarin partikiil boyut
dagilimmin daha ¢ok 1-100 pm araliginda oldugunu, 100 ile 1000 um araliginda olan dagilimin ise daha ¢ok protein kaynakli
oldugunu diisiindiirmistiir.

3.4. Bakteriyel Topluluk Degisimi

Caligma siiresince reaktor ortaminda gergeklestirilen mikrobiyal ekoloji ¢alisma sonuglariyla P1 ve P2’de baskin mikrobiyal
tiirlerin dnemli bir ylizdesinin (%56) Sekil 10°da gosterildigi gibi g-proteobacteria grubuna ait bakteriler oldugu tespit edilmistir.
Yine bu periyotlarda tespit edilen bakterilerin %6°s1 Cytophaga—Flavobacterium—Bacteroides (CFB) grubuna ait bakterilerdir.
Her iki periyot i¢in tespit edilen bakterilerin %25°i Firmicutes grubuna ait bakterilerdir. Literatiirde yapilmis ¢alismalarda soz
konusu bakteri gruplarina ait bakterilerin haloalkali sartlarda isletilen reaktorlerde [32] veya siilfat indirgemesinin gergeklestigi
diger ortamlarda tespit edilen bakteriyel gruplar oldugu belirtilmistir [33,34,35]. Sekil 10°daki Environmental Samples,
kiiltiirlenememis tiirleri gosterirken %13 degeri ise rolatif bulunma yiizdesi diisiik olan bu tiirlerin sistemdeki tiim tiirler
icerisindeki bulunma yiizdesini ifade etmektedir.
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Sekil 10. P1-P2’ye ait drneklerde tespit edilen tiirlerin ait oldugu tiir siniflar1

Ozellikle Uncultured Trachelomonas (JN679075), Uncultured Chitinophagaceae bacterium (HG973425), Uncultured
Trachelomonas (JN679099), Uncultured beta protecbacterium (FM991991), Georgfuchsia toluolica (NR_115995), Uncultured
proteobacterium (HE861143), Uncultured bacterium (KR312920), Uncultured bacterium (KR325607) tiirleri, sistemde baskin
durumda oldugu igin bu tiirlerin etanol oksidasyonundan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. ikinci isletme periyodunda g-
proteobacterium, Halomonas aidingensis ve Halomonas campisalis tiirleri ortamda baskin duruma gelmistir. Bu tiirlerden
Halomonas aidingensis ve Halomonas campisalis de yiiksek alkali sartlarda ve tuz konsantrasyonlarinda yasayan tiirlerdir [36],
[37].

AnMBR’da direkt olarak siilfat indirgenmesinden sorumlu bir tiir tespit edilememistir. Ancak belirlenen tiirlerden Uncultured
gamma proteobacterium [38], Thiobacillus aquaesulis [39,40,41], Zobellella taiwanensis [39,40] tiirlerinin, siilfatin mevcut
oldugu ortamlarda, Gamma proteobacterium [44], Acinetobacter calcoaceticus [45], Caldanaerobacter subterraneus [46] ve
Uncultured Clostridia bacterium [47] tiirlerinin ise siilfat indirgemesinin gerceklestigi ortamlarda baskin olduklari1 daha 6nce
tespit edilmistir. Literatiir verileri ortamda direkt olarak siilfat indirgenmesinden sorumlu bir mikroorganizma tiiriiniin olmamasi
durumunda da siilfat indirgemesinin gerceklesebilecegini gdstermektedir.

4. SONUCLAR

Bu ¢aligmada haloalkali sartlarda sentetik atiksuda es zamanli organik madde giderimi ve siilfat indirgenmesi s6z konusu
oldugunda tuzlulugun olusturabilecegi membran kirlenmesi arastirilmigtir. Bu amagla ilk periyotta 30 giin boyunca 10 g/L olan
NaCl konsantrasyonu ikinci periyotta 20 g/L’e ¢ikartilarak biyoreaktor yaklagik bir ay daha isletilmistir. 11k periyotta %50-65
arasinda KOI giderimi elde edilirken, %60-70 arasinda SO4% giderimi gdzlenmistir. Ikinci periyotta ise %80-98 oraninda KOI
ve azalan SO4* giderimi meydana gelmistir. Periyodun sonlarina dogru KOI giderimi artarken, SO4* giderimi saglanamamustir.
Mikrobiyal analiz sonuglarindan da goriilebilecegi gibi ortamda metan bakterilerinin mevcut olmamasi sebebiyle ve yiiksek
oranda KOI giderimine karsilik reaktor karisimimin pH’1 yiiksek oldugu i¢in CO2’nin daha ¢ok karbonat ve bikarbonat formunda
bulunmasi sebebiyle her iki periyotta da gaz olusumu gézlenmemistir. Her iki periyottaki membran kirlenmesi daha ¢ok kek
tabakasi olusumu sebebiyle gerceklesmistir. Tuz konsantrasyonun artmasi diger periyottaki gibi akinin hizla azalmasina neden
olmustur. Membran modilii ve kek tabakast SMP ve EPS’yi tutabilen bir ortam sagladigi i¢in reaktor ¢ikisinda daha diisiik
konsantrasyonlar elde edilmistir. Genel olarak SMP degerleri EPS degerlerinden daha yiiksek ve SMP ile EPS’in protein
kisimlar1 da karbonhidrat kismindan daha yiliksek konsantrasyonlarda bulunmustur. SEM ve EDX sonuglarindan membran
porlarmin daha ¢ok organik kirlenmeye bagl olarak kirlendigi diistiniilmiistiir. Styrilmis ve siyrilmamis membran yiizeylerinin
FTIR spektrumlarindan membran yiizeylerinde hidroksil fonksiyonel gruplari, amid I grubu ile EPS’nin seliilozik lipit yapisiyla
ilikili gruplar belirlenmistir. Ikili organik karbon kaynaginin beslemede kullanilmasi, daha biiyiik yapili organik maddelerin
(100-1000 um) kiigiik molekiillerle (10-100 pum) birlikte kirlenmeye katkida bulunmaya basladigin1 géstermistir. Mikrobiyal
ekoloji analizi ile her iki periyotta da baskin olan mikrobiyal tiirlerin 6nemli bir yiizdesinin (%50) g-proteobacteria grubuna ait
bakteriler oldugu tespit edilmistir.
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