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Bir zeytinyagi karasuyunun koagiilasyon ve
elektrokoagiilasyon prosesleriyle kimyasal aritilabilirliginin
incelenmesi

Zeynep KARTAL, Tugba OLMEZ HANCI ve idil ARSLAN ALATON*
ITU fn§aat Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Boliimii, 34469, Ayazaga, Istanbul

Ozet

Zeytinyag iiretiminde ortaya ¢ikan karasuyun aritimi yiiksek biyokimyasal oksijen ihtiyact (BOIs =
15-135 g/L), kimyasal oksijen ihtivact (KOI = 37-318 g/L), askida kati madde (AKM = 6-69 g/L) ve
toplam fenol (TF = 2-5 g/L) icerigi nedeniyle onem tasimaktadir. Zeytinyagi endiistrisi atiksulari
ayni zamanda 10 g/L’yi asan fenolik ve tannik asit icerikleri nedeniyle biyolojik olarak zor ayrigsan
bir yaprya sahip olup antimikrobiyal aktiviteye, baska bir deyisle toksisiteye sebep olmaktadirlar.
Bu ¢alismada, zeytinyagi karasuyundan koagiilasyon ve elektrokoagiilasyon yontemleriyle organik
madde giderimi hedeflenmistir. Sonmiis kire¢ (Ca(OH),), demir(Ill) kloriir (FeCls.6H,0), alum
(A15(SO4);.18H,0) ve demir bazli ticari koagiilan ve pihtilastirma yardimcisi kullanilarak gercek-
lestirilen koagiilasyon deneylerinde elde edilen en yiiksek KOI ve TOK giderim verimleri, kire¢ ile
coktiirme icin pH 11°de % 49 ve % 38, demir(Ill) kloriir ile ¢oktiirme icin pH 7.0°de 1000 mg/L
FeCl; dozajinda % 44 ve % 53, alum ile ¢oktiirme i¢in pH 6.5 °da 1500 mg/L dozajda % 40 ve % 36
ve demir bazli ticari bir koagiilan ve pihtilastirma yardimcisi ile ¢oktiirme igin ise % 46 ve % 43
olarak belirlenmistir. Uygulanan kimyasal aritma prosesleri arasinda en yiiksek organik madde gi-
derimi, celik elektrodlar kullanilarak gerceklestirilen elektrokoagiilasyonda KOI ve TOK bazinda
swrasiyla % 60 ve % 65 oranlarinda elde edilmistir. Elde edilen deneysel sonucglar degerlendirildi-
ginde, koagiilasyon ve elektrokoagiilasyon aritma proseslerinin organik karbon ve fenolik madde
gideriminde yaklasik olarak ayni diizeyde giderim sagladigi sonucuna varilmistir. Bu ¢alisma cer-
cevesinde incelenen kimyasal aritma proseslerinin karasu on aritimi i¢in uygun ve uygulanabilir
yontemler oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivitesi, elektrokoagiilasyon, koagiilasyon, organik karbon gide-
rimi, toplam fenol, zeytinyag: karasuyu.
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Assessment of chemical treatability of
olive mill wastewaters by coagulation
and electrocoagulation

Extended abstract

Olive oil industry is of vital economic importance
for many Mediterranean countries, accounting for
approximately 95% of the olive oil production
worldwide. Generation and disposal of around 30
million m® of olive mill wastewater per year consti-
tute a serious environmental problem for the Medi-
terranean Region, due to the unique features associ-
ated with this type of agro-wastewater, namely sea-
sonal (typically between November and February)
and localized production and the high organic car-
bon content quite resistant to biodegradation. The
characteristics of olive mill wastewater generated in
the small-to-medium scale companies largely de-
pend on the type of extraction process employed -the
traditional press method or the continuous, three-
phase centrifugation process. Accordingly, the high
and refractory organic content of olive mill waste-
water varies in the range of 37 — 318 g/L chemical
oxygen demand (COD), 15 — 135 g/L biochemical
oxygen demand (BOD:s), 6-69 g/L suspended solids
and 2.5 g/L total phenolic content (TPh).

Different physical, chemical and biological proc-
esses have so far been proposed for olive mill
wastewater treatment. Recently, olive mill wastewa-
ter was subjected to sequential coagulation/ floccu-
lation/sedimentation /filtration processes as well as
lime treatment, resulting in 62—73% phenolics re-
moval depending upon the process applied for olive
oil extraction. More than 40% COD and about 95%
oil and grease removals were obtained in these stud-
ies. Olive mill wastewater could also be partially
treated via coagulation using different polyelectro-
Iyte materials;, nearly complete reduction in sus-
pended solids was accomplished accompanied with
partial reductions in COD and BODs up to 55% and
23%, respectively. The use of conventional coagu-
lants such as alum and ferric chloride was also re-
ported, resulting in 90-91% total phenols and 94-
95% COD removals after preliminary acid cracking.
Biological treatment methods such as the activated
sludge process and anaerobic digestion were also
investigated, all reporting different operating prob-
lems due to the high toxicity and bio-inhibitory effect
of the olive mill wastewater on heterotrophic bio-
mass. Therefore, the elimination of polyphenolic

compounds from olive mill wastewater via appro-
priate chemical pretreatment methods was consid-
ered as an important criterion for toxicity reduction.

As briefly summarized above, results of previous
experimental work on the treatability of olive mill
wastewater, although extensive, are too diverse and
conclusive, mainly because they only focus on col-
lective parameters describing the organic carbon
content of wastewater, such as COD, BOD:, etc.

Within the scope of the present experimental study,
organic carbon removal from olive mill wastewater
via different chemical treatment processes (coagula-
tion and electrocoagulation) was investigated. For
this purpose, hydrated lime (Ca(OH),), ferric chlo-
ride (FeCl;.6H>0), alum (Aly(SO,); 18H,0) and
commercial grade iron base coagulant and coagu-
lant aid were employed as coagulants. Highest COD
and TOC removals were obtained with lime precipi-
tation at pH 11 as 49% and 38%, with 1000 mg/L
ferric chloride at pH 7.0 as 44% and 53%, with
1500 mg/L alum at pH 6.5 as 40% and 36%, and
with commercial grade iron base coagulant and co-
agulant aid as 46% and 43%, respectively. Highest
organic carbon removal was achieved with electro-
coagulation using stainless steel electrodes resulting
in 60% and 65% COD and TOC abatement respec-
tively, accompanied with 55% antioxidant activity
and 52% total phenolics removals. It could be con-
cluded that applying electrocoagulation (with
stainless steel electrodes) that has recently received
great interest because of its enigmatic treatment per-
formance, resulted in considerably higher treatment
performance as compared to the other chemical
treatment processes due to its combinative abate-
ment modes featuring redox reactions as well as co-
agulation, adsorption, precipitation and flotation.

Considering the obtained experimental results, it
can be concluded that coagulation and electroco-
agulation are suitable treatment options for organic
carbon and phenolic matter removal from olive mill
wastewater. In the light of the experimental findings,
it can be inferred that all investigated chemical
processes are suitable for chemical pretreatment of
olive mill wastewater.

Keywords: Antioxidant activity, coagulation, elec-
trocoagulation, olive mill wastewater, organic car-
bon removal, total phenol.
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Giris

Ispanya, Italya, Yunanistan ve Tiirkiye, diinya
zeytinyagi Uretiminde agirlikli paya sahip olan
iilkeler olarak zeytinyagi lretiminin % 95'ini
gerceklestirmektedirler. Tirkiye, 2006 yilinda
diinya zeytinyag1 tiretiminin % 25’ini ger¢ekles-
tirmistir (Ergiider vd., 2000). Zeytinyag: lreti-
minde kullanilan yontemler; geleneksel presle-
me prosesi ve stirekli iiretim prosesleri olarak
siralanmaktadir. Her iki yontemde de tiretim so-
nucunda pirina ve karasu gibi iki yan {irlin
olusmaktadir (Oktav vd., 2001). Presleme pro-
sesinde zeytinler, proses suyu ilavesi sonrasinda
yikanmakta, ezilmekte ve yogrulmaktadir. Elde
edilen hamur daha sonra preslenerek yag ve su-
ya ayrilmaktadir. Son olarak, diisey santrifiij
veya dekantorlerle yag ve su kismi ayrilmakta-
dir (Demichelli ve Bontoux, 1996). Siirekli iire-
tim prosesinde presin yerini santrifiij (dekantor)
almaktadir. Kullanilan dekantoriin tiirline bagh
olarak siirekli iiretim prosesleri: a) proses suyu
gerektiren ve iiretim sonucunda ii¢ faz (yag, ka-
rasu ve pirina) olusturan 3-fazli proses b) proses
suyu gerektirmeyen ve iiretim sonucunda sadece
iki faz (yag ve pirina) olusturan 2-fazli proses
olmak tizere iki sinifta ele alinmaktadir. Zeytin-
yag1 tiretiminde en ¢ok kullanilan 3-fazli {iretim
prosesinde onemli miktarlarda proses suyu ek-
lenmekte ve bu sebeple, biiyiik hacimlerde yag
icerigi oldukca diisiik karasu olusmaktadir.
Karasuyun aritimi, bu atigin yiiksek biyokimya-
sal oksijen ihtiyac1 (BOIs = 15-135 g/L), kimya-
sal oksijen ihtiyac1 (KOI = 37-318 g/L), askida
kat1 madde (AKM = 6-69 g/L) ve toplam fenol
(TF = 2-5 g/L) igerigi nedeniyle, ¢evresel ve
ekotoksikolojik olarak 6nem tasimaktadir (Ok-
tav vd., 2003). Zeytinyag1 endiistrisi atiksulari,
ozellikle 10 g/L’yi asan fenolik ve tannik asit
icerikleri nedeniyle biyolojik olarak zor ayrisan
bir yapiya sahiptirler (Mulinnacci vd., 2001).
Bununla birlikte atiksu yapisinda bulunan
tanninler, polifenoller ve polialkoller, antimik-
robiyal aktiviteye, baska bir deyisle toksisiteye
sebep olmaktadirlar (D’Annibale vd., 1998;
Bisignano vd., 1999). Zeytinyag: atiksularinin
aritimi i¢in koagiilasyon, c¢oktiirme, filtrasyon,
ultrafiltrasyon/ters osmoz, ozonlama, ve elekt-
rokimyasal aritma prosesleri gibi ¢esitli konvan-
siyonel fizikokimyasal yontemler uygulanmak-

tadir. Alum ve demir (IIT) kloriir gibi konvansi-
yonel koagiilanlarin kullanimi % 90-91 toplam
fenol, % 94-95 KOI giderimi ile sonuglanabil-
mektedir (Sarika vd., 2005; Kestioglu vd., 2005;
Paraskeva ve Diamadopoulos, 2006). Literatiir-
de yer alan bu g¢aligmalarda % 95’in iizerinde
yag-gres giderimi ve ayni zamanda % 40’1n iize-
rinde KOI giderimleri elde edilmistir (Aktas vd.,
2001; Adhoum ve Monser, 2004). Son yillarda
ise elektrokoagiilasyon prosesinin endiistriyel
atiksularin aritiminda etkin (basarili) kullanimi
yiiksek organik madde giderim performansi ne-
deniyle giderek daha fazla ilgi c¢ekmektedir.
Aliiminyum ve demir elektrodlarin kullanildig:
elektrokoagiilasyon prosesi ile karasuyun ariti-
labilirligiyle ilgili yapilan ¢aligmalarda kisa is-
letme zamanlarinda yiiksek toplam fenol ve
KOI giderim verimlerinin elde edilmesinin
miimkiin oldugu belirtilmistir (Longhi vd.,
2001; inan vd., 2004; Gotsi vd., 2005).

Bu arastirma kapsaminda zeytinyagi atiksulari-
nin karakterizasyonu ve kimyasal aritilabilirlik-
leri konularindaki eksiklikleri gidermeyi hedef-
leyen deneysel bir c¢alisma planlanmistir. Bu
baglamda, zeytinyagi karasularinin karakterizas-
yonu, kolektif ¢evre parametreleri (KOI, TOK
gibi), toplam fenol (TF) ve polifenollerin bir
gostergesi olan Antioksidan Aktivitesinin (AA)
Olclimii yapilarak belirlenmistir. Bununla birlikte
sonmiis kire¢ (Ca(OH),) cesitli koagiilanlar kul-
lanilarak (FeCl5.6H,O, Aly(SO4);.18H,O ve
demir bazl ticari bir koagiilan ve pihtilagtirma
yardimcisi) koagiilasyon ve farkli elektrod mal-
zemeleri kullanilarak (paslanmaz celik ve alii-
minyum) elektrokoagiilasyon prosesleri ile zey-
tinyag1 karasularinin artilabilirligi incelenmis-
tir. Proses verimleri KOI, TOK, AA ve TF pa-
rametrelerindeki giderimler hesaplanarak belir-
lenmistir.

Materyal ve metot

Koagiilasyon deneyleri

Koagiilasyon deneyleri 100 mL hacimli cam
beherlerde sOonmiis kireg (Ca(OH),),
FeCl;.6H,O, Aly(SO4);.18H,O ve demir bazli
ticari bir koagiilan ve pihtilagtirma yardimcisi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Kire¢ kullanila-
rak yiriitiillen koagiilasyon deneyleri pH 5-11
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(kireg dozaji=150-3250 mg/L) arahiginda ger-
ceklestirilmistir. FeCl; ve alum kullanilarak ger-
ceklestirilen koagiilasyon deneyleri literatiirde
bu koagiilanlarin optimum pH’larinda (FeCls
icin pH=7 ve Aly(SOy4); icin pH=6.5) yliriitiil-
miistiir. Demir bazl ticari koagiilan ve pihtilas-
tirma yardimecist kullanilarak gergeklestirilen
koagiilasyon deneyleri ise pH 7.5’te gerceklesti-
rilmistir. Koagiilasyon deneylerinde sirasiyla,
kire¢ ile pH ayarlamasinin ardindan 100 rpm’de
5 dak. hizli karistirma, 30 rpm’de 30 dak.
flokiilasyon ve 30 dak. ¢oktlirme sirasiyla yiirii-
tiilmiistiir.

Elektrokoagiilasyon deneyleri
Elektrokoagiilasyon deneyleri i¢in korozyona
dayanikli cam ve polietilen (P.E. 100) malze-
meden yapilmis dikdortgen kesitli elektrokoagii-
lasyon reaktorii (uzunluk: 34.3 cm, genislik:
12.5 cm, yiikseklik: 28.3 cm) kullanilmistir. Re-
aktorde, alti adet paralel bagli monopolar
elektrod, reaktdr tabanina yatay olarak 2 mm
araliklarla tamamen c¢ozeltiye batmis durumda
yerlestirilmistir. Elektrokoagiilasyon deneyle-
rinde her biri 11.9 cm uzunlugunda, 1.02 cm
¢apinda 38.5 cm® aktif yiizey alanina sahip 316
SS paslanmaz ¢elik ve aliiminyum elektrodlar
kullanilmistir. Elektrokoagiilatorde akim ve vol-
taj kontrolii dijital dogru akim gii¢ kaynag: ile
saglanmistir. Elektrokoagiilasyon deneylerinde
calisilacak elektrolit ilave edildikten sonra nu-
muneler reaktore konulmustur. Reaktorden
15’er dakikalik araliklarla toplam 60 dak. bo-
yunca numune alinmistir. Elektrokoagiilasyon
deneylerinde elektrolit olarak NaCl (1000 ve
2500 mg/L) kullanilmigtir. Deneysel caligmalar
karasuyun orijinal pH’sinda (pH,=4.6) yiiriitiil-
mustir.

Antioksidan Aktivitesi (AA) ol¢iimleri

Aritmaya tabi tutulmamis ve tutulmus zeytinya-
g1 karasuyu numunelerinde gerceklestirilen AA
analizleri, 2.45 mM potasyum persiilfat ile 7
mM ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin 6-
stilfonat)) reaktifinin reaksiyonu sonucu olusan
ABTS®" radikalinin maksimum absorbansinin
Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Olusan bu ra-
dikal pH 7.34 degerinde ve 734 nm dalga bo-
yunda 0.700 + 0.02 cm™ absorbans vermektedir.
Polifenolik bilesiklerin ABTS®" radikali ile ver-

dikleri reaksiyon sonucu absorbans degerinde
meydana gelen azalma, bir referans antioksidan
standardi (0-15 mM Trolox (6- hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit) ile kalibre
edilerek tayin edilmekte ve Trolox esdegeri
(mg/LL Trolox) olarak ifade edilmektedir (Re
vd., 1999). Kimyasal aritma Oncesi ve sonrasi
zeytinyag1 karasuyu numunelerinde gerceklesti-
rilen AA 6lgiimleri 1/10 seyreltilmis numuneler
tizerinde Novaspec II/Pharmacia LKB model
spektrofotometrede 151k yolu 10 mm olan kiivet
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Diger analitik yontemler

Incelenen karasuyun karakterizasyonunda kul-
lanilan tiim analiz yontemleri, KOI harig, Stan-
dart Yontemlere uygun olarak yapilmistir
(APHA, 1998). KOI &lciimlerinde ISO 6060
(1986) yontemi kullamlmistir. BOIs dl¢iimleri
modifiye edilmis Winkler yontemine gore ya-
pilmistir (APHA, 1998). BOIs deneyleri icin as1
kaynag1 olarak zeytinyagi karasuyuna aklime
olmus aktif camur kullanilmistir. TOK 6lgiimle-
ri Shimadzu marka Vcpny model karbon analizo-
rl kullanilarak gerceklestirilmistir. TF 6lctimle-
rinde ise Folin-Ciocalteau kullanilmistir (Box,
1983). Deneyler sirasinda pH 6l¢limleri Orion
720A+ marka pH-metre kullanilarak gercekles-
tirilmistir. Deneylerde kullanilan tiim kimyasal
maddeler analitik safliktadir.

Deneysel sonuclar

Zeytinyag1 karasuyu karakterizasyonu
Deneysel ¢alismalarda kullanilan karasu numu-
nesi li¢ fazli ekstraksiyon islemi ile zeytinyagi
iireten bir isletmeden saglanmistir. Bu numune
bekletilmeden kullanilmistir. Tablo 1°de karak-
terizasyonu verilen karasu numunesinin yag ve
gres parametre degerinin Ol¢lim limitlerinin al-
tinda oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durum,
zeytinyagi iiretim prosesinin ii¢ fazli olmasina
ve yiiksek verimde zeytinyaginin karasudan ay-
riminin saglanmasina baglanmaktadir.

Koagiilasyon deneysel calisma sonuclar:

Sekil 1°de, sonmiis kireg (a), FeCl; (b) ve alum (c)
koagiilanlarinin kullanimi ile elde edilen deneysel
sonuglar KOI ve TOK giderim verimleri bazinda
sunulmustur. Calisilan her ti¢ koagiilan i¢in, genel
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Tablo 1. Karasu karakterizasyonu

Parametre Numune
KOI-toplam (mg/L) 39240
KOI-450 nm filtreden siiziilmiis (mg/L) 28360
TOK-toplam (mg/L) 13430
TOK-450 nm filtreden siizilmiis (mg/L) 10210
BOIs (mg/L) 15030
Antioksidan Aktivitesi (mg/L Trolox) 29780
Toplam Fenol (mg/L) 1640
AKM (mg/L) 5310
UAKM (mg/L) 5050
pH 4.6
Yag ve Gres (mg/L) *
TKN (mg N/L) 6.7
NH; (mg N/L) *
TP (mg P/L) 1.6
PO, (mg P/L) 0.8

*Analiz yontemi 6l¢tim limiti altindadir.

olarak artan dozaja paralel olarak organik karbon
gideriminde bir iyilesme gdzlenmistir. Ote yan-
dan, FeCl;y kullanilmasi durumunda elde edilen
giderim verimleri 1000 mg/L’den yiiksek dozlarda

daha fazla iyilesmezken, kirec ve alum
koagiilanlar1 igin artan dozla birlikte gerek KOI
gerekse TOK giderimi artmaya devam etmistir.
Sekil 1°den de goriildiigii gibi KOI ve TOK gide-
rim verimleri paralellik gostermektedir. Bunlarin
disinda, demir bazli ticari formiilasyona sahip
koagiilan ve pihtilastirma yardimcist ile de aritila-
bilirlik denemeleri yiiriitiilmistiir. Demir bazl ti-
cari koagiilan i¢in pH 7.5’de 200, 500 ve 1500
mg/L dozlarinda, pihtilastirma yardimeist igin ise
5 mg/L. dozunda deneysel ¢alisma uygun goriil-
miistiir. Organik karbon giderimi agisindan ticari
koagiilan ile yapilan calismalarda en iyi sonug,
1500 mg/L koagiilan + 5 mg/L pihtilastirma yar-
dimcis1 karigimu igin % 46 KOI ve % 43 TOK ola-
rak elde edilmistir.

Elektrokoagiilasyon deneysel calisma
sonuclar

Elektrokoagiilasyon, ozellikle gecis metallerin
(bakir, demir) elektrod olarak kullanildig1r du-

60 60
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g 40 1;— 40
£ 30 £ 30
3 3 20
2 °
10 0
0 1000 1500 2000
200mg/L | 500 mg/L
pH5.0 pH8.0 pH9.0 pH10.0 pH11.0 mg/L mg/L mg/L
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OTOK 22 33 30 38 38 OToK 32 43 53 48 53
(a) (b)
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()]
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0
1000 1500 2000
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B KOi 36 28 34 37 40
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yekil 1. Sonmiis kireg (a), demir(Ill) kloriir (b) ve alum (c) ile yiiriitiilen koagiilasyon deneylerinde
elde edilen KOI ve TOK giderim verimleri
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rumlarda, redoks reaksiyonlarmi, koagiilasyon-
flokiilasyonu ve adsorpsiyonu kapsayan, dolayi1-
styla olduk¢a karmasik bir aritim mekanizmasina
sahip, gelistirilmekte olan bir aritma prosesidir
(Mollah vd., 2001; Chen, 2004). Koagiilan, elekt-
roliz sirasinda anotta olusturulmaktadir. Demir
elektrod malzemesi kullanilan elektrokoagiilasyon
prosesi i¢in anot reaksiyonu;

Fe > Fe’" +2 ¢ (D)
4Fe* +10H,0+0y) — 4Fe(OH)30d+8H™  (2)
katot reaksiyonu;

H,O +2 ¢ — Hyy 1 +20H (3)

olarak verilmektedir. Olusan OH" iyonlar1 nede-
niyle elektrokoagiilasyon prosesi boyunca pH
degerinde artig gozlenmektedir.

Elektrokoagiilasyon lizerinde etkili olan proses
parametreleri (degiskenleri), iletkenlik (reaksi-
yon ¢ozeltisinin elektrolit konsantrasyonu), atik-
suyun (veya reaksiyon ¢oOzeltisinin) baglangig
pH’s1 ve oOzellikle de akim yogunlugu olarak
belirtilmektedir (Chen vd., 2000).

Bu proses parametreleri gz Oniinde tutularak,
gerceklestirilen elektrokoagiilasyon deneysel
caligma sonuclar1 asagida ayrintilariyla veril-
mektedir.
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#1000 mg/INaCl, 22.5 mA/cm2
A 2500 mg/INaCl, 22.5 mA/cm2
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M 1000 mg/INacl, 33.75 mA/cm2
02500 mg/INacl, 33.75 mA/cm2

Celik elektrodlarla elektrokoagiilasyon ¢alisma-
lart — Celik elektrodlar kullanilarak iki farkli
akim yogunlugunda (22.50 ve 33.75 mA/cm?)
ve elektrolit konsantrasyonunda(1000 ve 2500
mg/L NaCl) yiiriitiilen elektrokoagiilasyon uy-
gulamalarindan elde edilen KOI (a) ve TOK (b)
giderimleri karsilastirmali olarak Sekil 2’de ve-
rilmigtir. Bu c¢alisma kapsaminda kullanilan
elektrokoagiilasyon isletme kosullar1 daha once
gergeklestirilen ve zeytinyagr karasuyunun
elektrokoagiilasyon prosesi ile aritilabilirliginin
incelendigi bir baska ¢aligmadan elde edilen so-
nuclar dikkate almarak secilmistir (Olmez-
Hanci vd., 2008). Elde edilen sonuglar, KOI ve
TOK giderim verimlerinin akim yogunlugunda-
ki artisa paralel olarak artis gosterdigini ve
elektrolit konsantrasyonunun artirilmasi ile
azaldigin1 gostermektedir. Bu bulgular Chen
(2004) tarafindan elde edilen sonuclar ile de
desteklenmektedir. Bu deneysel g¢alismada en
iyi organik karbon giderim verimi, 1000 mg/L
NaCl ve 33.75 mA/cm® isletim kosullar1 i¢in 60
dak. sonunda, % 61 KOI ve % 63 TOK giderimi
olarak elde edilmistir. Elektrokoagiilasyonun
sonunda pH, reaksiyon mekanizmasi geregi 11
degerine yiikselmistir.

Aliiminyum elektrodlarla elektrokoagiilasyon
calismalar: — Kullanilan elektrot malzemesine
bagli olarak elektrokimyasal aritma uygulama-
sinin  gerceklestirildigi  baslangic pH degeri
onem tagimaktadir. Giderim verimleri baglangic
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Sekil 2. Celik elektrodlarla yiiriitiilen elektrokoagiilasyon deneyleri icin farkli isletim kosullarinda
zamana kars1 KOI (a) ve TOK (b) giderimleri
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pH’ina bagl oldugu kadar son durumdaki pH
degerlerine de baglidir (Casillas vd., 2007; ilhan
vd., 2007). Literatlirde aliminyum elektrodlarin
kullanilmasi durumunda zayif asidik (4.5-6.0)
baslangi¢ pH degerlerinde organik madde gi-
derme verimlerinin arttig1 belirtilmistir (Sposito,
1995). Zeytinyag1 atiksu-yunun elektrokoagii-
lasyonla aritildig1 bir ¢aligmada gerek demir ve
gerekse aliiminyum anotlar i¢in farkli baglangic
pH deserlerinde ¢aligilip optimum pH degerleri-
ne ulasilmistir. Yapilan incelemelerde baslangic
pH’lar1 4.6, 6.0, 7.0 ve 9.0 olan numunelerde
demir anotlar i¢in en yiiksek verimi pH 9.0 sag-
larken bu deger aliiminyum anotlar i¢in pH 6.0
seviyelerindedir (Inan vd., 2004). Bu calisma
kapsaminda aliiminyum elektrodlar kullanilarak
yiriitiilen elektrokoagiilasyon ¢alismalari litera-
tiir bilgileri goz Oniinde tutularak karasuyun
baslangic pH’sinda (pHo=4.6) yiiriitilmiistiir.
Deneysel calismalarda akim yogunlugunun ve
elektrolit konsantrasyonunun proses verimi iize-
rine etkileri KOI ve TOK giderimleri kullanila-
rak karsilagtirilmistir. Aliiminyum elekt-rodlarla
yiriitiilen  elektrokoagiilasyon deneylerinde,
karasuyun 1000 mg/L NaCl (elektrolit) icermesi
durumunda yiiksek akim yogunlugunda akim
iretilememistir. Bununla birlikte reaktorde
meydana gelen 1sinma nedeniyle 2500 mg/L
NaCl konsantrasyonu ve 33.75 mA/cm’ akim
yogunlugunda 60 dak. aritma stiresinde calistiri-
lamamis, deneysel ¢alisma 45 dak.’da sonlandi-
rilmistir. Deneysel calismalar sonucunda diisiik
elektrolit konsantrasyonunun (1000 mg/L) ve
akim yogunlugunun (22.50 mA/cm?) organik
karbon giderim verimi agisindan daha iyi sonug
verdigi goriilmiistiir (45 dak.’nin sonunda % 34
KOI ve % 34 TOK giderimi). Elektrokoa-
giilasyon uygulamalarinin sonunda pH 10 dege-
rine kadar ¢ikmustir.

Antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik
madde giderimi

Karasularin yiiksek antioksidan aktiviteleri ve
toplam fenolik madde igerikleri, bunlarin
polifenolik yapilarindan kaynaklanmaktadir. Bu
aromatik yapi, zeytinyagi atiksularinin biyolojik
aritmaya direng gosteren, biyotoksik davranisla-
rina neden olmaktadir (Mulinnacci vd., 2001).
Tablo 2’de bu calisma kapsaminda incelenen
aritma proseslerinin karasuyun antioksidan akti-

vitesi (AA) ve toplam fenolik madde (TF)
giderimlerini nasil etkiledigi gosterilmektedir.
Tablo 2°den AA ve TF giderimlerinin her ko-
sulda organik karbon gideriminden daha diisiik
oldugu goriilmektedir. Aktas ve digerleri (2001)
karasu biinyesindeki fenolik bilesiklerin kireg
ile giderimi {izerine yaptiklar1 ¢alismada,
katekhin gibi iki fenolik grup igeren bilesiklerin
tamamen, hem fenolik hem karboksilik grup
iceren bilesikler (vanilik ve siringik asit gibi) ise
kismen giderildiklerini rapor etmiglerdir. Bu-
nunla birlikte tayrosol ve veratrik asit tekil
fenolik veya karboksilik grup igeren bilesikler
ise kire¢ kullanimi ile giderilememektedir
(Aktas vd., 2001). Tablo 2’den de goriildigi
tizere 6500 mg/L kire¢ dozajinda AA ve TF igin
% 44 ve % 39 olarak elde edilen verimler
katekhin, vanilik ve siringik asit gibi fenolik bi-
lesiklerin giderimine baglanmaktadir. FeCl; ve
alum kullanilarak gergeklestirilen deneysel c¢a-
ligmalarda ise AA i¢in % 14-25, TF i¢in ise %
18-26 araliklarinda verimler bulunmustur.
Elektrokoagiilasyon prosesi ile kara-suyun ari-
tim1 ¢aligmalarinda ise en 1yi AA (% 55) ve TF
(% 52) giderim verimleri ¢elik elek-trodlarla
yuriitiilen elektrokoagiilasyon deneyinde (isle-
tim kosullar:: 1000 mg/L NaCl; 33.75 mA/cm’
akim yogunlugu; pH,=4.6) elde edilmistir. Lite-
ratiirde c¢elik elektrodlarin kullanildig:1 elekt-
rokoagiilasyon uygulamasi ile polifenollerin ve
orto-difenollerin biiyilik bir kism1 giderildigi be-
lirtilmektedir (Kyriacou vd., 2005). Bu ¢alisma
kapsaminda yiiriitiilen deneysel caligmalardan
elde edilen sonuglar, Kyriacou ve digerleri
(2005) tarafindan gergeklestirilen ve yemeklik
yesil zeytin iiretim atiksulariin  demir
elektrodlar kullanilarak elektrokoagiilasyon pro-
sesi ile aritiminin incelendigi arastirma bulgula-
rina uyum gostermektedir.

En uygun aritma kosullarinda organik
madde giderimi

Tablo 3°’de ham zeytinyagi1 karasuyunun ve ari-
tima tabi tutulmus karasu numunelerinin BOIs,
KOIi, TOK konsantrasyonlar1 ve BOIs/KOI
oranlar1 verilmektedir. Aritima tabi tutulmus
karasu numunelerinde biyolojik aritilabilirlik
degisimleri BOIs/KOI oranlarinin hesaplanmasi
ile takip edilmistir (Rozzi vd., 1998; Madoni vd.,
1999). Literatiirde BOIs/KOI1 orani 0.4 degerini
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Tablo 2. Karasuyun farkli kosullarda koagiilasyonu ve elektrokoagiilasyonu sirasinda elde edilen
antioksidan aktivitesi (AA) ve toplam fenolik madde (TF) giderim verimleri

Koagiilasyon AA Giderimi (%) TF Giderimi (%)
6500 mg/L Ca(OH), pH 11.0 44 39
1000 mg/L FeCl; pH 7.0 14 18
1500 mg/L Alum pH 6.5 20 26
1500 mg/L polielektrolit+5 mg/L pihtilastirma yardimcisi-pH 7.0 25 26
Elektrokoagiilasyon AA Giderimi (%) TF Giderimi (%)
1000 mg/L NacCl, 33.75 mA/cm?, pH, 4.6, Celik elektrodlar 55 52
1000 mg/L NaCl, 22.5mA/cm?, pH, 4.6, Aliminyum elektrodlar 31 17

gecen atiksularin biyolojik olarak aritilabildikle-
r1 kabul edilmektedir (Chamarro vd., 2001;
Sarria vd., 2003). Koagiilasyona tabi tutulmus
karasu numunelerinde BOIs/KOI oranlar1 0.45
degerinin iizerine ¢ikmistir. Elektrokoagiilasyon
deneysel calismalarinda ise bu oranlar ¢elik ve
aliminyum elektrodlar kullanilmasi durumlari
i¢in siras1 ile 0.63 ve 0.43 olarak bulunmustur.
Sonuglar zeytinyagi karasuyunun biyolojik ola-
rak antilabilirliginin gelistirilmesi ic¢in c¢elik
elektrodlar kullanilarak gergeklestirilen elektro-
koagiilasyonun etkili bir kimyasal 6n aritim
yontemi oldugunu gostermektedir.

Degerlendirme ve oneriler

Bu c¢alismada bir zeytinyag karasuyundan
koagiilasyon ve elektrokoagiilasyon prosesleri
uygulanarak organik karbon ve toplam fenol
giderimleri incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusun-
da her proses i¢in farkli isletim kosullarinda
KOI, TOK, ayrica atiksuyun polifenolik yapisini
temsil eden antioksidan aktivitesi ve toplam
fenolik madde miktarlarinda meydana gelen de-

gisiklikler Olciilmiistiir. Elde edilen deneysel
calisma sonuglar1 asagida siralanmistir:

e Zeytinyag karasuyu ilizerinde farkli dozaj
ve pH’larda uygulanan kireg ile ¢oktiirme
uygulamalarinda en yiiksek verim pH
11.0°da ( kire¢ dozaj1 = 6500 mg/L) ger¢ek-
lestirilen ¢oktiirme sonucunda %49 KOI, %
38 TOK, % 44 AA ve % 39 TF giderimi
olarak elde edilmistir.

e Zeytinyaglt karasuyu ile farkli dozaj ve
pH’larda uygulanan koagiilasyon deneysel
caligmalarinda FeCl; kullanilmasi duru-
munda elde edilen KOI ve TOK giderim
verimleri 1000 mg/L’den yiiksek dozlarda
daha fazla iyilesmemis (% 44 ve % 53),
alum kullanilmas1 durumunda ise artan doz-
la birlikte gerek KOI gerekse TOK giderimi
artmaya devam etmistir.

e FElektrokoagiilasyon deneyleri, zeytinyagi
karasuyunun kendi pH’sinda farkli akim
yogunluklari, elektrolit konsantrasyonlari
ve elektrod malzemeleri kullanilarak ytirii-

Tablo 3. Karasuyun farklr kosullarda koagiilasyonu ve elektrokoagiilasyonu sirasinda elde edilen
BOIs5, KOI, TOK konsantrasyonlari ve BOIs/KOI oranlari

BOIs(mg/L) KOI (mg/L) BOIy/KOIi Oram__TOK (mg/L)

Ham Atiksu 15030 39240 0.38 13430
Koagiilasyon

1000 mg/L FeCl;pH 7.0 10570 21970 0.48 6310
1500 mg/L. Alum pH 6.5 11600 24720 0.46 8460
Elektrokoagiilasyon

Celik elektrodlar kullanarak

1000 mg/L NaCl; 33.75 mA/cm” pH, 4.6 9600 15300 0.63 4970
Aliiminyum elektrodlar kullanarak 11140 25610 043 8870

1000 mg/L NaCl; 22.5 mA/cm’ pH, 4.6
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tillmiistiir. Karasuyun kendi pH’sinda, pas-
lanmaz c¢elik elektrodlar kullanilarak ger-
ceklestirilen deneysel caligmalarda en iyi
organik karbon giderim verimi, 1000 mg/L
elektrolit konsantrasyonu (NaCl) ve 33.75
mA/cm’ akim yogunlugu isletim kosullar
icin 60 dak. sonunda, % 61 KOI ve % 63
TOK giderimi olarak elde edilmistir. Bu is-
letim kosullarinda gerceklestirilen elektro-
koagiilasyon uygulamasi ile polifenollerin
ve orto-difenollerin biiyiik bir kismi ile
%55 AA ve %52 TF giderimi saglanmustir.

Elde edilen deneysel verilerden, gerek koagii-
lasyon gerekse elektrokoagiilasyon yontemleriy-
le, karasuyun organik karbon igeriginin etkin bir
sekilde, atiksuda ¢6ziinmiis olarak bulunan poli-
fenollerin ise daha az oranda giderilebildigi so-
nucuna varilmistir. Secgilen kimyasal aritma
yontemlerinin atiksuda bulunan askida, kolloi-
dal ve ¢oziinmiis organik karbon fraksiyonlari-
nin kismen gideriminde (6n aritiminda) énemli
rol oynayabilecegi agiktir.
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Azo boyar madde tiretimi atiksularin Foto-Fenton-benzeri

ileri oksidasyon prosesi ile aritimi
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Ozet

Boya tiretimi atiksulari icerdikleri ham maddeler, ara iiriinler, yardimci kimyasallar ve kalinti bo-
yalar nedeniyle yogun renk ve yiiksek kimyasal oksijen ihtiyacina sahip biyolojik olarak zor ayrisa-
bilir nitelikte atiksulardwr. Bu atiksularin c¢evresel ozellikleri dikkate alindiginda, demir bazl
fotokatalitik ileri oksidasyon prosesleri ile aritimin iyi bir alternatif olusturdugu goriilmektedir. Bu ¢a-
lismada azo boyar madde sentez atiksularinin Foto-Fenton-benzeri ileri oksidasyon prosesiyle
(Fe'"/H,0,/UV-A) aritilabilirligi incelenmistir. Secilen proses parametrelerinin (baslangic Fe'™,
H,0; konsantrasyonlari, KOI igerigi ve reaksiyon siiresi) renk, KOI ve TOK giderimleri iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi, modellenmesi ve proses optimizasyonu amaciyla cevap yiizey metodu kul-
lamimistir. 200 mg/L KOI'ye sahip Asit Mavi 193 iceren sentetik asit boyar madde sentez atiksuyu
i¢cin optimum isletme parametreleri; 1.5 mM Fe3+, 35 mM H>0; ve 45 dakika reaksiyon siiresi ola-
rak bulunmustur. Bu kosullar altinda deneysel olarak elde edilen toplam renk, KOI ve TOK
giderimleri sirasiyla % 98, % 78 ve % 59 'dur. Elde edilen deneysel sonuglarin cevap yiizey yonte-
minin olusturdugu polinomal regresyon modelinin tahminleri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ayni
model, sentetik Reaktif Siyah 39 iiretimi atiksuyunun foto-Fenton benzeri oksidasyonla aritimini da
basaril bir sekilde tanimlamistir. Reaktif Siyah 39 ters osmoz ¢ikig atiksuyunun aritiminda elde edi-
len giderim verimleri ise model tahminlerinin olduk¢a altinda kalmistir. Aritma performansindaki
bu diisiisiin nedeni gercek atiksuyun yiiksek CI igerigine baglanmistir. CI iyonlarimin *OH radikali
ile reaksiyonu sonucu ortamdaki aktif oksidan miktari azalmakta, bu da organik madde gideriminin
gerek hizinit gerekse verimini diigiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: [leri oksidasyon prosesleri (IOP), azo boyar madde sentez atiksulari, Foto-
Fenton-benzeri proses, cevap yiizey metodu, proses modelleme ve optimizasyon, *OH radiakl tutu-
cu.

"Yazismalarin yapilacagi yazar: Gokge TURELI. gokcetureli@gmail.com; Tel: (534) 720 05 90.

Bu makale, 11-13 Haziran 2008 tarihleri arasinda Istanbul’da diizenlenen 11. Endiistriyel Kirlenme Kontrolii Sempozyu-
munda sunulan bildirilen arasindan, ITU Su Kirlenmesi Kontrolii Dergisi’nde basilmak iizere secilmistir. Makale ile ilgili tar-
tismalar 21.08.2009 tarihine kadar dergiye gonderilmelidir.
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Treatment of azo dye production
effluents with Photo-Fenton-like
advanced oxidation process

Extended abstract

Dye manufacturing wastewater generally includes
residual dyestuffs, dye intermediates as well as un-
reacted raw materials such as aromatic amines with
alkyl-, halogen-, nitro-, hydroxyl-, sulfonic acid-
substituents, and inorganic sodium salts. The efflu-
ent is normally characterized by a high chemical
oxygen demand and intense color. The volume of the
dye manufacturing wastewater is about 100-200
m’/day which is considerably low as compared with
textile dye bath effluents. Several waste streams be-
ing variable in composition and strength are gener-
ated during dye synthesis activities. The COD con-
tent of the combined dye manufacturing effluent is
around 2000-3000 mg/L. The BODs/COD ratio of
the wastewater is quite low, implying that it bears a
considerable amount of non-biodegradable organic
matter. Another risk hazard is that the dyes and dye
intermediates can be reduced in the aquatic envi-
ronment to produce carcinogenic compounds (i.e.
naphthylamines, substituted phenylamines, benzidine
analogues) under anoxic conditions. Dye manufac-
turing effluent may also contain free and complexed,
toxic heavy metals (i.e. cobalt, chromium, copper) that
result from the production of metal-complex azo dyes.

Various combinations of conventional treatment
processes, including physical chemical and bio-
chemical methods have been used for the treatment
of dye manufacturing wastewater. Recent studies
indicated that advanced oxidation processes (AOPs)
might be a good alternative for treating recalcitrant
and/or toxic pollutants. AOPs involve the production
of strongly oxidizing agents, mainly hydroxyl radi-
cals (*OH) that react rapidly and almost non-
selectively with most inorganic and organic com-
pounds including biologically-difficult-to-degrade
azo dyes and dye intermediates. The advanced oxi-
dation of dye containing wastewaters with Fenton
and Photo-Fenton processes is a promising alterna-
tive because of their high efficiency in decoloriza-
tion, ease of operation and relatively low treatment
costs. Specially, the low volume and high recalci-
trance of dye manufacturing effluent streams make
them ideal candidates for Fe-based AOPs.

In the current study, the treatability of acid and re-
active azo dye synthesis effluents by Photo-Fenton-
like advanced oxidation process was investigated.
The effect of several operating parameters (Fe’* and
H,0; concentrations, initial effluent COD, reaction

time) on treatment efficiency for acid dye synthesis
effluent bearing Acid Blue 193 was evaluated. Im-
provement in the color, COD and TOC abatements
were observed with the increase in initial Fe’™ con-
centration, while increasing the initial H,O, concen-
tration only enhanced the removal of TOC. Increas-
ing the initial COD of the wastewater promoted
color and COD removals whereas TOC removal ef-
ficiency obviously decreased. Hence, the proper se-
lection of the correct reagent concentrations consid-
ering the initial organic carbon content was found to
be important to achieve high treatment efficiencies.
Response surface methodology was employed for
optimization of the process in order to maximize
percent color, COD and TOC removal efficiencies.
For an initial effluent COD of 200 mg/L, optimum
working conditions were established as 1.5 mM
Fe**, 35 mM H,O, and 45 min treatment time. Un-
der these reaction conditions, experimentally
achieved color, COD and TOC removal efficiencies
were found as 98%, 78% and 59%, respectively.
These actual results fitted well to the model predic-
tions. In the Photo-Fenton-like treatment of synthetic
Reactive Black 39 production wastewater, experi-
mentally obtained percent removals were slightly
higher than the model predictions in terms of color
and COD. On the other hand, experimentally
achieved TOC abatement was lower than the pre-
dicted value, denoting that complete mineralization
of Reactive Black 39 production wastewater is more
difficult than that of Acid Blue 193 production
wastewater. For the real dye manufacturing effluent
experimentally obtained COD and TOC abatements
established for optimum treatment conditions were
considerably lower than the model predictions, and
an appreciable retardation was observed in terms of
color abatement rates. The significant decrease in
the organic carbon removal efficiency was mainly
attributed to the high chloride concentration (CI =
3500 mg/L) of the real Reactive Black 39 production
effluent, which caused *OH scavenging reactions.
The main conclusion drawn from the present study is
that the Photo-Fenton-like oxidation process was
found to be effective in the treatment of dye produc-
tion effluents. However, it is highly recommended to
determine the chloride content of the wastewater
prior to application of such a photochemical proc-
ess, since high cloride concentrations could have a
significant adverse effect on the oxidation perform-
ance.

Keywords: Advanced oxidation processes (AOPs),
azo dye production wastewater, Photo-Fenton-like
process, response surface methodology, process
modeling and optimization; *OH radical scavenger.
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Giris

Azo ve metal kompleks azo boyar maddelerin
dretildigi ve tiiketildigi endiistriyel atiksular,
ozellikle son yillarda ¢evresel desarj standartla-
rinin Avrupa Birligi’ne uyum siirecinde yeniden
ele alinmasi ve sikilastirilmas: kapsaminda ge-
rek biyolojik olarak inert (ayrisamaz) yapida
olmalari, gerekse anaerobik kosullarda ekotoksi-
kolojik olarak istenmeyen birtakim metabolit-
lere doniisiim potansiyeline sahip olmalar agila-
rindan dikkat ¢ekmektedir (Chung ve Cerniglia,
1992; Kornaros vd., 2006). Azo boyar madde
iiretiminden kaynaklanan atiksular boya mole-
kiillerinin yani sira sodyum tuzlari, aromatik
aminler, alkil-, halojen-, nitro-, hidroksil- tipi
fonksiyonel gruplari igeren aril (6rnegin: ben-
zen, naftalen) siilfonatlar gibi ara iirlinleri ve
iiretim hammaddelerini igerir (Sarasa vd., 1998;
Anonymous, 2008) Boya sentez atiksularinin,
asit veya reaktif boya banyo atiksularindan en
onemli farki, hacimlerinin ¢ok daha diisiik (100-
200 m*/giin) ve renklerinin ¢ok daha yogun ol-
masidir.

Biyotoksik ve inert endiistriyel kirleticilerin et-
kin gideriminde ve detoksifikasyonunda, orga-
nik maddelerin hidroksil radikali (*OH) ile
oksidatif aritimma dayanan Ileri Oksidasyon
Prosesleri (I0P) giderek 6nem kazanmaktadir
(Carneiro vd., 2007). Boya sentez atiksularinin
cevresel Ozellikleri dikkate alindiginda, foto-
kimyasal ve demir bazli ileri oksidasyon proses-
leri, bu tiir atiksularin arittiminda sik¢a kullani-
lan kimyasal koagiilasyon-flokiilasyon yontemi-
ne ciddi bir alternatif olusturmaktadir.

Bu deneysel ¢alismada farkli proses agamalarin-
dan temin edilen asit ve reaktif azo boyar madde
sentez atiksularmin Foto-Fenton-benzeri IOP ile
aritilabilirligi incelenmistir.

Materyal ve yontemler

Azo boyar madde sentez atiksulari

Bu calismada sentetik asit boyar madde (Asit
Mavi 193; AB 193) ve reaktif boyar madde
(Reaktif Siyah 39; RB 39) sentez atiksular1 (re-
aktor yikama sulari) ve reaktif boyar madde (RB
39) sentezi ters osmoz ¢ikis suyu ile ¢aligilmis-
tir. Secilen oksidan, katalizor gibi kritik proses
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parametrelerinin optimizasyonunda cevap ylizey
yontemi kullanilmustir.

Krom kompleks disazo boyar madde AB 193 ile
disazo boyar madde RB 39’un molekiil yapilar
Sekil 1’de gosterilmektedir. Calismada asit bo-
yar madde sentez atiksuyu, 100, 150, 200, 250
ve 300 mg/L KOI esdegerinde sulu ¢ozeltileri
halinde hazirlanmigtir. Reaktif boyar madde
atiksuyu ise 200 mg/L KOI esdegerinde olacak
sekilde hazirlanmigtir. Asit boyar madde
atiksuyunun incelenecek KOI aralig1, bu konuda
yapilmis bilimsel literartiire ve ham boyar mad-
de numunesinin temin edildigi fabrikadaki pro-
ses kosullarma gore se¢ilmis olup, Cevap Yiizey
Metodu ise s6z konusu KOI aralig1 degerlerini
belirlemistir. Reaktif boyar madde (RB 39) sen-
tezi ters osmoz ¢ikis suyu ise atiksu KOI dege-
rinin bu aralikta yer almasi i¢in 1:3 oraninda
seyreltilerek kullanilmistir. Tablo 1’de boya
sentez atiksularinin karakterizasyonu verilmek-
tedir.

Foto-Fenton-benzeri reaktanini olusturmak ama-
ciyla H,O, (agirlikca % 35) ve Fe(NO3);.9H,0
(stok ¢ozeltisi hazirlanarak) kullanilmis, reaksi-
yona girmeyerek ortamda kalan H,O, ise
katalaz ~ enzimi  (kaynagi:  Micrococcus
Iyseidicticus, 100181 AU/mL) ile pargcalanmig-
tir. Reaksiyona girmeden kalan H,O,’in yakla-
stk konsantrasyonu Quant (Merck) test stripleri
ile tespit edilmistir. Olusan Fe(OH); ¢okeltisi,
¢Ozeltiden por ¢ap1 0.45 um olan Sartorius filtre
kagitlari ile ayrilmustir.

Foto-Fenton deneylerinin yiiriitiilmesi
Foto-Fenton-benzeri oksidasyonu deneyleri, 100
mL’lik reaksiyon c¢ozeltileri ile pH = 2.8
(Fenton ve Fenton-benzeri oksidasyon igin en
uygun pH degeri), T=20°C’de, farkli Fe’* ve
H,0, konsantrasyonlarinda ve farkli KOI esde-
gerindeki atiksularla yiiriitiilmiistiir.

Foto-Fenton-benzeri deneylerinde 2.6 x 107
Einstein/dak. 151k akisina sahip 150 W giiclinde
(maks. emisyon band1 = 360 nm) bir UV-A si-
yah 151k lamba kullanilmis ve deney diizenegi ic
ylizeylerinden {icii ayna ile kapl bir kutu igeri-
sine yerlestirilmistir. Deney siiresince, magnetik
karistiricilar ile yeterli karisim saglanmistir.
Oksidasyon reaksiyonunda istenen H,O, ve
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Sekil 1. AB 193 ve RB 39 boyar maddelerinin molekiil yapilar:

Tablo 1. Azo boyar madde sentez atiksularinin karakterizasyonu

Sentetik AB 193 sentez
atiksuyu
(KOI =200 mg/L)

Parametre

Sentetik RB 39 sentez
atiksuyu
(KOI =195 mg/L)

RB 39 sentezi ters osmoz
cikis suyu
(KOI =165 mg/L)

Absorbans, Apaxs (cm‘l) 576 nm’de 3.512

TOK (mg/L) 65
CI' (mg/L) 130
pH 6.0

611 nm’de 9.310 611 nm’de 4.792

72 66
190 3500
6.0 5.8

Fe(NO;);.9H,O konsantrasyonlart H,O, stok
cozeltisinden (10.29 M) ve %I10’luk
Fe(NOs3)3.9H,0 stok ¢ozeltisinden elde edilmis-
tir. Reaksiyon stiresince 0, 2, 5, 10, 15, 20, 30,
45 ve 60. dakikalarda 25 mL’lik numuneler
alimmigtir. Reaksiyonu durdurmak icin her bir
numuneye konsantre NaOH ¢ozeltisi (pH = 9-10
olacak sekilde) eklenmistir. Ikinci pH ayar1 olu-
san Fe(OH);’in ¢okmesi i¢in pH = 7-8 olacak
sekilde 0.01-0.50 N H,SOy, ile yapilmistir. Co-
ken Fe(OH)3, 0.45 pum por ¢aplt Sartorius filtre
kagitlartyla siiziilmiis; reaksiyona girmeden ka-
lan H,0,, KOI &lgiimlerinde pozitif hata olus-
turmamasi i¢in katalaz enzimi ile parcalanmig-
tir. Ayrica katalaz enzimi ilavesinden kaynakla-
nabilecek KOI ve TOK hatalarim1 engellemek
icin ayn1 miktarda katalaz distile suya eklenmis
ve “katalaz kontrol numunesi” olarak analiz so-
nuclarinda degerlendirilmistir. Alinan numunele-
rin renk, KOI ve TOK parametreleri 6l¢iilmiistiir.

Analitik yontemler
Renk (absorbans) ol¢iimleri asit boyar madde
(AB 193) sentezi atiksularinda 576 nm, reaktif
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boyar madde sentezi atiksularinda ise 611 nm
dalga boyunda, Novespec II/Pharmacia LKB
model kolorimetre ile 1 cm cam kiivetler kulla-
nilarak yapilmistir. Sentetik asit ve reaktif boyar
madde sentez atiksularinda numunelerin KOI
degerleri ISO 6060 kapali reflaks titrimetrik
yonteme gore Ol¢iilmiistiir (ISO 6060 1986).
Reaktif boyar madde sentezi ters osmoz ¢ikis
suyunda KOI olciimii, yiiksek kloriir icerigi
(3500 mg/L) nedeniyle, DIN 38 409 H 41-2 ac¢ik
reflaks titrimetrik yontemine gore yapilmistir
(Deutsche Normen 1980). TOK olgiimleri
Schimadzu marka Vpen model organik karbon
cithaz1 ile yapilmis, pH Ol¢iimiinde ise Thermo
Orion 520 model pH-metre kullanilmigtir.

Bulgular ve tartisma

Sentetik AB 193 sentez atiksuyunun Foto-
Fenton benzeri proses ile aritim

- Fe’* konsantrasyonunun etkisi: Fe’* konsant-
rasyonunun Foto-Fenton prosesi iizerindeki ka-
talitik, hizlandirict etkisi bilinmektedir (Arslan
Alaton ve Teksoy 2007) Sekil 2’de, sentetlk
AB193 sentez atiksuyu igin ti¢ farkli Fe’* kon-
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santrasyonunda (0.5, 2.5 ve 4.5 mM) Foto-
Fenton-benzeri proses ile aritiminda zamana
kars1 renk (a), KOI (b) ve TOK (c) giderimleri
sunulmustur. Renk icin her ii¢ Fe’" konsantras-
yonunda birka¢ dakikalik siire igerisinde %
90°’lara varan hizli bir giderim gézlenirken, KOI
ve Ozellikle mineralizasyonu temsil eden TOK
parametreleri i¢in giderim daha yavas ve az ola-
rak bulunmustur. Ayrica Fe’” konsantrasyon et-
kisi de KOI ve TOK parametreleri i¢in daha be-
lirgin goriinmektedir. Bu da atiksuyun kromofor
iceriginin daha kolay parcalanirken, oksidasyon
ve Ozellikle mineralizasyonun daha zor olarak
gerceklestiginin acik bir gostergesidir. Yaklasik
30 dak. sonra renk ve KOI giderimleri neredey-
se durma noktasina gelirken, TOK giderimi,
ozellikle 2.5 mM Fe®  konsantrasyonu igin de-
vam etmektedir. Ornegin, 2.5 mM Fe’* konsant-
rasyonunda KOIi = 200 mg/L, H,O, = 45 mM,
pH = 2.8 i¢in 1 saatlik reaksiyonun sonunda
renk, KOI ve TOK parametreleri i¢in sirasiyla
% 98, % 83 ve % 74 giderim verimleri elde
edilmisgtir.

- H,O; konsantrasyonunun etkisi: Foto-Fenton
ve Fenton-benzeri proseslerde oksidan olarak
kullanilan H,0,’in arttirilmasinin, ileri oksi-
dasyon hizindan ziyade oksidasyonun verimini
olumlu yonde etkiledigi bilimsel g¢alismalarda
ispatlanmistir (Arslan Alaton ve Teksoy 2007).
Sekil 3’te, Sentetik AB 193 sentez atiksuyunun
Foto-Fenton-benzeri proses ile arittiminda H,O,
konsantrasyonunun (25, 45 ve 65 mM) renk (a),
KOI (b) ve TOK (c) giderimleri iizerindeki etki-
leri sunulmustur.

Sekil 3’ten, arttiritlan H,O, baslangic konsant-
rasyonunun renk ve KOI parametreleri iizerinde
etkili olmadig, fakat giderilmesi daha zor olan
ve ileri oksidasyon prosesinin daha geg¢ evrele-
rinde hizlanan TOK parametresi lizerinde olum-
lu bir etkisi bulundugu anlasilmaktadir. Deney-
sel sonucglardan, calisilan en diisiik H,O, kon-
santrasyonunun dahi renk ve KOI gideriminde
yeterli oldugu (simirlayict olmadigi) aciktir.
TOK giderim profilleri incelendiginde ise 6zel-
likle 30 dakikadan sonra artan H,O, konsantras-
yonunu ile mineralizasyonun tekrar hizlandigi,
olusan organik ara iirlinlerinin mineralizasyon
iirlinlerine ayrismasi i¢in daha fazla oksidana
ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir. Ornegin, 60

dakikanin sonunda 25, 45 ve 65 mM H,0; kon-
santrasyonu i¢in (KOI = 200 mg/L, Fe’" = 2.5
mM, pH = 2.8) siwrastyla % 57, % 74 ve % 84
TOK giderimi elde edilmistir.
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Sekil 2. Sentetik AB 193 sentez atiksuyunun Fo-
to-Fenton-benzeri proses ile aritiminda Fe’
konsantrasyonunun % renk (a), KOI (b) ve TOK
(c) giderimleri iizerindeki etkisi
Deneysel kosullar: KOI = 200 mg/L, H,O, = 45
mM, pH = 2.8

a4 5mM
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Sekil 3. Sentetik AB 193 sentez atiksuyunun Fo-
to-Fenton-benzeri proses ile aritiminda H>O;
konsantrasyonunun % renk (a), KOI (b) ve TOK
(c) giderimleri iizerindeki etkisi
Deneysel kogullar: KOI = 200 mg/L, Fe’" = 2.5
mM, pH = 2.8
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- KOI igeriginin etkisi: Ileri oksidasyon proses-
lerinde, kullanilan oksidan ve katalizorlerin re-
aksiyon ortaminda yeterli derecede bulunmalari
kosulunda “yalanci birinci dereceden kinetik
model” uygulanabilmektedir. Bu durumda, artan
KOI, TOK veya kirletici konsantrasyonu ile
oksidasyon hizinin artis gostermesi beklenmek-
tedir. Yapilan deneysel caligsmalar, artan kirletici
yiikiiyle, ileri oksidasyon hizinin yavasladigi
(Balcioglu ve Arslan, 2001), giderim verimleri-
nin olumsuz etkilendigini gostermistir ki bu so-
nug, oksidanin bu caligmalarda hiz sinirlayici
oldugu, baslangicta belirlenen kosullarin gegerli
olmadigi, dolayisiyla yalanci birinci dereceden
kinetik yaklasiminin uygulanamayacagi anlami-
na gelmektedir. Sekil 4’te, segilen Fe’* ve H,0,
konsantrasyonlarinin renk ve KOI giderimleri
acisindan her {i¢ baslangic KOI degeri icin ye-
terli oldugu, artan KOI degeri ile renk ve KOI
giderim hizlarinin artis gosterdigi goriilmekte-
dir. Sekil 4 (c)’den, giderimi daha gilic olan
TOK parametresi i¢in ise ¢alisilan Fe’ ve H,O,
konsantrasyonlarinin 200 mg/L ve ozellikle de
300 mg/L KOI i¢in artik hiz sinirlayict oldugu,
baska bir deyisle 100 mg/L KOI i¢in elde edilen
sonuglarla karsilastirildiginda yetersiz kaldig
anlasilmaktadir.

Cevap yiizey metodu ile Foto-Fenton-benzeri
proses optimizasyonu ¢alismalari

Azo boyar madde sentez atiksuyunun Foto-
Fenton-benzeri proses ile aritiminda optimum
isletme parametrelerinin belirlenmesi i¢in cevap
ylizey metodu (response surface methodology)
kullanilmistir. Yiizey cevap metodu bir isletim
sisteminde problemlerin analiz edilmesi ve mo-
dellenmesi icin, deneysel faktorler ile bagimli
degiskenler arasinda bagintilar kuran matematik-
sel ve istatistik tekniklerden olusur (Myers ve
Montgomery, 2002). S6z konusu yontem, c¢ok
sayida giris degiskeninin (bagimsiz degisken) bir
ya da birka¢ Olcililen yaniti (bagimli degisken)
etkiledigi durumlarda, elde edilecek yanitlar1 6n-
gorebilecek uygun yaklasim fonksiyonlarini
bulmak ve optimum isletme kosullarini olustur-
mak amaciyla kullanilir. Bu yontem ile optimum
isletme kosullarin belirlenmesinde en az sayida
deney yapilmakta, boylece zaman ve kimyasal
madde tasarrufu saglanmaktadir (Alima vd.,
2008).
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Sekil 4. Sentetik AB 193 sentez atiksuyunun Fo-
to-Fenton-benzeri proses ile aritiminda numu-
nenin baslangic KOI degerinin renk (a), KOI
(b) ve TOK (c) giderimleri tizerindeki etkisi De-
neysel kosullar: Ft =25 mM, H,O, = 45
mM, pH = 2.8
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Bu calismada sentetik AB 193 sentez atiksu-
yunun Foto-Fenton-benzeri proses ile aritiminda
isletme parametrelerinin aritma verimi iizerin-
deki etkisi cevap ylizey metodu ile tespit edil-
mistir. incelenen parametreler (bagimsiz degis-
kenler); baslangi¢ Fe*" ve H,0, konsantrasyon-
lar1;, numunenin baslangi¢ KOI degeri ve reaksi-
yon siiresi olmak {izere dort adettir. Yanitlar
(bagimli degiskenler) ise renk, KOI ve TOK gi-
derim verimleri olarak belirlenmistir. Bu amagla
oncelikle bagimsiz degiskenlerin deneysel ara-
liklar1 6n denemelere ve bilimsel caligsmalara
dayanarak belirlenmis ve bu araliklar1 baz alan
bir deney plan1 olusturulmustur. Daha sonra elde
edilen deneysel sonuglar kullanilarak yanit degis-
kenlerini (renk, KOI ve TOK giderim verimleri)
bagimsiz degiskenler cinsinden ifade eden 2. de-
receden polinom denklemleri ¢ikarilmistir.

Foto-Fenton-benzeri prosesin optimizasyonunda
renk, KOI ve TOK giderimlerini maksimize et-
mek hedeflenmistir. Buna gore 200 mg/L KOI
esdegerindeki sentetik AB 193 sentez atiksuyu
icin optimum isletme parametreleri; 1.5 mM
Fe3+, 35 mM H,O, ve 45 dakika reaksiyon siire-
si olarak elde edilmistir. Modelin prosesi tanim-
lamadaki basarisin1 gérmek amaciyla belirlenen
optimum kosullarda bir deney yiiriitilmiistiir.
Elde edilen deneysel sonuglar, model tarafindan
ongoriilen giderim verimleri ile birlikte Tablo
2’de sunulmaktadir.

Tablo 2. Sentetik AB 193 sentez atiksuyunun op-
timum kosullarda Foto-Fenton-benzeri proses
ile arttiminda model tarafindan éngoriilen ve
deneysel olarak elde edilen aritma verimleri

Yamitlar (%) Tall\l/ll?l?:lleri ]S)::ITZ:IIS:II'
Renk giderimi 99 98
KOI giderimi 81 78
TOK giderimi 60 59

Yukaridaki tablodan anlagilacag lizere optimum
kosullarda deneysel olarak elde edilen renk,
KOI ve TOK giderimleri, model yaklagim fonk-
siyonlar1 kullanilarak hesaplanan degerlere ol-
dukga yakindir. Bu sonuglar yiizey cevap metodu-
nun sistem performansini tahmin etme konusun-
da etkili bir ara¢ oldugunu gdstermektedir.
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Bu ¢alisma kapsaminda, sentetik RB 39 sentez
atiksuyu ile RB 39 sentezi ters osmoz ¢ikis su-
yunun da Foto-Fenton-benzeri oksidasyon ile
aritimi1 incelenmistir. Oksidasyon deneylerinde
asit boyar madde sentez atiksuyu i¢in belirlenen
optimum reaktan konsantrasyonlart (1.5 mM
Fe’" ve 35 mM H,0,) kullanilmistir. Bu kosul-
larda ii¢ adet atiksu numunesi i¢in deneysel ola-
rak elde edilen zamana kars1 renk, KOI ve TOK
giderimleri Sekil 5(a-c)’de verilmektedir. Sekil-
lerde Numune 1, sentetik AB 193 sentez
atiksuyunu; Numune 2, sentetik RB 39 sentez
atiksuyunu; Numune 3 ise RB 39 sentezi ters
osmoz ¢ikis suyunu temsil etmektedir. Ayrica
en uygun isletme kosullarinda (1.5 mM Fe’", 35
mM H,0; ve 45 dakika reaksiyon siiresi) reaktif
boyar madde sentez atiksulari i¢in elde edilen
giderim verimleri model tarafindan Ongoriilen
giderim verimleri ile karsilagtirilmali olarak
Tablo 3’te sunulmaktadir.

Sekil 5(a)’da goriildiigii gibi en hizli renk gide-
rimi sentetik RB 39 sentez atiksuyunda en yavas
giderim ise ayni boyar maddenin sentezi sira-
sinda olusan ters osmoz ¢ikis suyuna aittir. KOI
ve TOK giderim grafiklerine bakildiginda en
diisiik giderim verimlerinin yine ters osmoz ¢i-
kis suyunda elde edildigi goriiliir. Tablo 3’te go-
rildiigii lizere sentetik RB 39 sentez atiksuyu
icin optimum kosullarda deneysel olarak elde
edilen renk ve KOI giderimleri model tahminle-
rinden hafif¢e yliksektir. TOK giderimi ise mo-
del tarafindan 6ngoriilen degerin altindadir. Da-
ha once de bahsedildigi iizere giderim verimle-
rini tahmin etmede kullanilan model yaklagim
fonksiyonlar1 sentetik AB 193 sentez atiksuyu
icin cikartilmigtir. Dolayisiyla reaktif boyar
madde atiksuyunda tahmin edilen TOK giderim
verimine ulasilamamasinin sebebi, RB 39 boyar
maddesinin mineralizasyonunun AB 193’e gore
daha zor olmasi olabilir.

RB 39 sentezi ters osmoz ¢ikis suyunun aritma
verimleri incelendiginde deneysel olarak elde
edilen KOI ve TOK giderimlerinin model tah-
minlerinin olduk¢a altinda kaldigi goriilmekte-
dir. 45 dakikalik optimum reaksiyon siiresi so-
nunda model tarafindan 6ngoriilen renk giderimi
elde edilmesine ragmen giderim hizindaki ya-
vaslama Sekil 4a’da acgik¢a goriilmektedir. Pro-
ses performansindaki bu diisiisiin gercek atik-
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suyun yiiksek kloriir iceriginden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (Tablo 1).
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Sekil 5. Azo boyar madde sentez atiksularinin
optimum isletme kosullarinda Foto-Fenton-
benzeri proses ile aritiminda zamana kars1 %
renk (a), KOI (b) ve TOK (c) giderimleri Deney-
sel kosullar: Fé =1.5mM, H>O, = 35 mM,
pH =238



Azo boyar madde iiretimi atiksularin Foto-Fenton-benzeri ileri oksidasyon prosesi ile aritimi

Tablo 3. Reaktif boyar madde sentezi atiksularinin optimum kosularda Foto-Fenton-
benzeri proses ile arittiminda model tarafindan tahmin edilen ve deneysel olarak elde
edilen giderim verimleri

Sentetik RB 39 sentez atiksuyu

RB 39 sentezi ters osmoz cikis suyu

Yamtlar (%) (KOI, =195 mg/L) (KOI, = 165 mg/L)
Model tahminleri Deneysel sonuclar  Model tahminleri  Deneysel sonug¢lar
Renk giderimi 99 100 100 100
KOI giderimi 82 84 84 69
TOK giderimi 61 53 70 37

Sudaki kloriir iyonlar1 asidik pH’ta *OH radikal-
leri ile asagida gosterilen sekilde reaksiyona
girmektedir (Kiwi vd., 2000; Evgenidoua vd.,
2007).

CI' + *OH — CIOH
pH = 2-3"te keom.ci. = 3.0 x 10°(L mol™ s

Bu reaksiyon sonucu ortamda bulunan *OH ra-
dikal miktar1 azalmakta, dolayisiyla organik
madde oksidasyon verimi diismektedir (Kiwi
vd., 2000; Evgenidoua vd., 2007).

Foto-Fenton-benzeri oksidasyon deneylerine ek
olarak sadece UV-A fotolizi, sadece H,0,,
H,0,/UV-A ve F e¥*/UV-A kullamlarak kontrol
deneyleri ylriitiilmiis ve bu prosesler ile takip
edilen kollektif cevre parametrelerinde ¢ok
onemsiz azalmalar kaydedilmistir. Dogrudan
(karanlik) Fenton-benzeri proses ile elde edilen
renk ve KOI giderim verimleri ise Foto-Fenton-
benzeri proses yakin olmakla birlikte, karanlik
prosesteki TOK giderim verimi daha diistiktir.
Fenton-benzeri proseste 60 dakika sonunda elde
edilen TOK giderimi % 44 olup Foto-Fenton-
benzeri proses ayn siire sonunda % 63’liikk bir
TOK giderimi saglamigtir.

Degerlendirme ve oneriler

Bu calismada, sentetik asit boyar madde ve re-
aktif boyar madde sentez atiksulari ile reaktif
boyar madde sentezi ters osmoz c¢ikis atik-
suyunun Foto-Fenton-benzeri proses ile aritila-
bilirligi incelenmistir. Segilen proses parametre-
leri (baslangic Fe’™ ve H,0, konsantrasyonlari,
numunenin baslangic KOI degeri ve reaksiyon
stiresi) sentetik asit boyar madde (AB 193) sen-
tez atiksuyu i¢in cevap ylizey metodu kullanila-
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rak optimize edilmistir. Deneysel calismadan
elde edilen sonuglar sunlardir:

e Yapilan deneysel ¢alismalar, artan Fe’*
konsantrasyonu ile renk, KOI ve TOK pa-
rametre giderimlerinde genel olarak bir
iyilesme, artan H,O, konsantrasyonu ile
sadece TOK gideriminde iyilesme, artan
atiksu baslangic KOI degeri ile renk ve
KOI giderimlerinde hiz artis1, TOK gide-
rimi i¢in ise ciddi bir yavaglama goézlen-
mistir. Elde edilen sonuglardan, oksidan
ve katalizor konsantrasyonlarmin atiksu-
yun baslangi¢ organik karbon igerigine
bagh olarak dikkatle optimize edilerek se-
cilmesi gerektigi anlagilmistir.

Cevap ylizey metoduna goére 200 mg/L
KOI'ye sahip sentetik AB 193 sentez
atiksuyu i¢in optimum isletme parametre-
leri; 1.5 mM Fe*, 35 mM H,0, ve 45 da-
kika reaksiyon siiresi olarak belirlenmistir.
Optimum kosullarda model tarafindan 6n-
goriilen giderim verimleri % 99 renk, %
81 KOI ve % 60 TOK giderimi seklinde-
dir. Optimum kosullar altinda yiiriitiilen
deney sonucunda elde edilen giderimler
(% 98 renk, % 78 KOI ve % 59 TOK),
model tahminlerine oldukca yakindir. De-
neysel sonuglar ile model tahminleri ara-
sindaki bu uyum, modelin proses perfor-
mansini tahmin etmekteki bagarisini gos-
termektedir.

Sentetik reaktif boyar madde sentez atik-
suyu ve reaktif boyar madde ters osmoz
¢ikis suyu da optimum proses kosullarinda
Foto-Fenton-benzeri oksidasyona tabi tu-
tulmugstur. Sentetik RB 39 sentez atiksuyu
ile yiiriitiilen deney sonucunda elde edilen
renk ve KOI giderimleri model tahminle-
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rinin biraz iistiinde olup, TOK giderimi ise
altinda kalmistir. Buradan RB 39’un tam
mineralizasyonunun boyanin kimyasal ya-
pisina bagli olarak AB 193’e gore daha zor
oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

RB 39 sentez atiksuyunun Foto-Fenton-
benzeri oksidasyon ile aritiminda optimum
isletme kosullarinda elde edilen KOI ve
TOK giderimleri model tahminlerinden
diisiikk olup, renk giderimi hizinda da be-
lirgin bir azalma goriilmiistiir. Proses per-
formansindaki azalmanin sebebi numune-
nin yiiksek kloriir icerigi nedeniyle mey-
dana gelen ileri oksidasyon inhibisyonu-
dur.

Deneysel sonuglar, Foto-Fenton-benzeri
prosesinin, asit ve reaktif boyar madde
sentez atiksularindan renk, KOI ve TOK
gideriminde etkin bir aritma performansi
sergiledigini gdstermektedir. Ancak soz
konusu fotokimyasal aritimin uygulanma-
sindan dnce, boya sentez atiksuyunun klo-
rlir igeriginin belirlenmesi onerilir.
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Ozet

Bu ¢alismada, kagit endiistrisi atiksularint aritan gergek olgekli bir anaerobik kontak reaktoriin 3
farkly yiiksekliginden 2 farkli zamanda alinan ¢amur numunelerinin mikrobiyal komiinite yapilar
Denatiiran Gradyan Jel Elektroforez (DGGE) yontemi kullanilarak karsilagtiriimistir. 2 aylik izle-
me donemi icginde sistem 2 hafta siireyle bakima alinmistir. Kontak reaktoriin 1.6-1.8 kg
KOI/m’.giin organik yiikleme hizinda, KOI giderim verimi % 47-55, metan iiretim verimi 0.18-0.20
m3CH4/kgKOI'g,-d@,ﬂen araliginda degigmistir. DGGE analizleri sonucu, arkeyal popiilasyona ait 31,
bakteriyel popiilasyona ait 57 farkl: tiir tespit edilmistir. Arkeyal popiilasyona ait 3 farkl tiir Agus-
tos 2005 'te tespit edilememis, buna karsin 6 yeni tiir gézlenmistir. Bakteriyel popiilasyonda ise
Temmuz 2005 numunesine ait 10 farkh tiir Agustos 2005 numunesinde tespit edilemezken Agustos
2005 'te 10 yeni tiiriin varligt gézlenmistir. Bu ¢alismada incelenen reaktore ait asetoklastik metan
tiretim kapasitesi onceki bir ¢calismada Spesifik Metan Aktivite (SMA) test diizenegi kullanilarak ol-
¢lilmiis ve potansiyel metan tiretiminin yaklasik % 45 azaldigi tespit edilmistir. Sistemde bulunan
metanojenlerin ve Siilfat Indirgeyici Bakterilerin (SRB) tiir ve sayilari Floresanli Yerinde
Hibritleme (FISH) yontemi ile belirlenmistir. SMA testi ve FISH teknigi ile tespit edilen mikrobiyal
komiinite degisimi DGGE yontemi ile de dogrulanmistir. DGGE yontemi, iki farkli zamanda alinan
numunelere ait komiinite degisimini agik¢a yansitmakla birlikte sayisal degerlendirmede yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle, anaerobik reaktérlerin mikrobiyal komiinite yapilarinin gerek DGGE gibi
detayli kalitatif sonug veren gerekse FISH gibi mikroskobik sayima dayali, kiiltiirden bagimsiz yon-
temlerle ¢alisilmasi gerektigi sonucuna varimugstir.

Anahtar Kelimeler: Denatiiran gradyan jel elektroforezi, arkeyal popiilasyon, bakteriyel popiilasyon, ana-
erobik kontak reaktor, kdagit endiistrisi atiksulari.

"Yazismalarin yapilacagi yazar: Siikriye CELIKKOL. celikkolsu@itu.edu.tr; Tel: (212) 285 72 55.

Bu makale, 11-13 Haziran 2008 tarihleri arasinda Istanbul’da diizenlenen 11. Endiistriyel Kirlenme Kontrolii Sempozyu-
munda sunulan bildirilen arasindan, iITU Su Kirlenmesi Kontrolii Dergisi’nde basilmak iizere secilmistir. Makale ile ilgili
tartigmalar 21.08.2009 tarihine kadar dergiye gonderilmelidir.
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Determination of the microbial
community in pulp and paper mills
effluents

Extended abstract

The use of anaerobic technologies in the fields of
wastewater treatment, sludge stabilization, bioreme-
diation and management of hazardous and solid
wastes has grown in importance during the last few
decades. Although the general processes occurring
in anaerobic biological wastewater treatment plants,
such as hydrolysis, fermentation, acetogenesis, me-
thanogenesis and sulfidogenesis are well under-
stood, the microbial community responsible for these
conversions is often considered as a black box.
Physical and chemical parameters only give rough
estimations about the operational conditions of the
system. Therefore, understanding the biodiversity
and the dominant species of the microbial commu-
nity is of great importance in studying contaminant
degradation pathways, optimizing treatment proc-
esses, and improving removal efficiencies of engi-
neer-designed systems.

The culture dependent methods used for the inves-
tigation of the biomass are not sufficient for the
identification of the complex microbial diversity in
wastewater treatment systems. The use of the cul-
ture-independent methods in microbial ecology
allowed the determination of the complex micro-
bial populations and community contents more
representatively. Denaturing Gradient Gel Elec-
trophoresis (DGGE) is a Polymerase Chain Reac-
tion (PCR) dependent method used for the elec-
trophoretic separation of the 16S rDNA genes due
to the difference in the nucleotide sequences. The
separation is observed as an individual band on
the DGGE gel. Every DGGE band represents a
single species and the DGGE pattern gives the
fingerprint of that community. Since DGGE tech-
nique allows the analysis of many samples simul-
taneously and gives rapid results, the use of
DGGE is getting extensive in the investigation of
bioreactors and natural ecosystems which inhabit
rich microbial diversity.

In the context of this study, a full-scale anaerobic
contact reactor treating pulp and paper mills ef-
fluents was investigated. Samples were taken from

3 different levels at 2 different times. There was a 2-
week off-period of the reactor between sampling
times. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) was used for the fingerprinting of the mi-
crobial community in the sludge samples. Perform-
ance of the reactor in terms of COD removal effi-
ciency and methane yield varied between 47% and
55% and 0.18 and 0.20 m’CH /kgCOD,emoveq at Or-
ganic Loading Rates (OLRs) in a range of 1.6-1.8 kg
COD/m’day, respectively. DGGE analysis revealed
that 31 species from archaeal population and 57
species from bacterial population were present in
the anaerobic reactor. 3 species from the archaeal
population were not detected in August 2005 whe-
reas 6 species were newly observed. In bacterial
population, 10 species belonging to July 2005 sam-
ples were not detected where 10 other species were
found in August 2005.

Acetoclastic methanogenic activity of the reactor
had previously been investigated by specific
Methanogenic Activity (SMA) test. A decrease of
45% in the potential methane production was ob-
served during the monitoring period of 2 months.
The quantities and species of methanogens and
Sulfate Reducing Bacteria (SRB) in the reactor
were determined by Fluorescent In Situ Hybridi-
zation (FISH). Parallel to SMA results, the quanti-
ties of SRB and methanogens were decreased in
August 2005. The shift in the microbial community
observed by SMA test and FISH quantifications
were supported by DGGE analysis. During the
monitoring of 2 months, 2 weeks shut-down of the
anaerobic reactor might have caused activity loss
and microbial community change. DGGE allows
the comparison of microbial communities taken
from the anaerobic reactor at two different sam-
pling times and FISH informs quantities of present
microbial species in the reactor. However, DGGE
does not give numerical information but clearly
depicts the community shift. Therefore, it is con-
cluded that, the microbial community structures of
anaerobic reactors should be determined by cul-
ture independent methods of both qualitative and
quantitative techniques such as DGGE and FISH
respectively.

Keywords: Denaturing gradient gel electrophoresis,
archaeal population, bacterial population, anaero-
bic contact reactor, pulp and paper mills effluents.
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Kdgat endiistrisi atiksularinda mikrobiyal ¢esitliligin DGGE ile belirlenmesi

Giris

Endiistriyel atiksularin anaerobik aritimi son
yillarda giderek yayginlagmaktadir (Lettinga
vd., 1980). Ger¢ek olcekli aritma tesislerinde,
anaerobik reaktoriin fiziksel ve kimyasal igletme
kosullar1 optimum degerler arasinda tutulmasina
ragmen sistem performansinin ve stabilitesinin
stirekliliginin saglanmasinda zorluklar yasana-
bilmektedir. Sistem performansinda ve stabi-
litesinde gozlenen degisimler, fiziksel ve kimya-
sal isletme parametrelerinin yan1 sira mikrobiyal
komiinite yapisinin ve aktivitesinin de takip
edilmesi  gerekliligini  ortaya  ¢ikarmistir
(Gilbride vd., 2006). Anaerobik aritma, fermen-
tatif, asetojen ve metanojen mikroorganiz-
malarin sintrofik iliskilerine dayali olarak ger-
ceklesen bir prosestir (Roest vd., 2005). Ayrica,
siilffat varhiginda, siilfat indirgeyici bakteri
(SRB) popiilasyonlar1 anaerobik sistemlerde
asetojenlerle organik asitler ve etanol, metano-
jenlerle ise H,, asetat ve metanol gibi karbon ve
elektron kaynaklar1 i¢in yaris halindedirler
(Stams vd., 2003). Farkli metabolik kapasitelere
sahip mikrobiyal gruplar arasindaki etkilesimin
belirlenmesi ve dengede tutulmasi, anaerobik
sistem performansinin siirekliliginin saglanma-
sinda biiylik 6nem arz etmektedir.

Biyokiitlenin incelenmesinde kullanilan kiiltiire
dayali yontemler, atiksu aritma sistemlerinde
mevcut zengin mikrobiyal cesitlilik sebebiyle
yaygin olarak kullanilamamaktadir. Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR)’na dayal, kiiltiirden
bagimsiz bir molekiiler yontem olan Denatiiran
Gradyan Jel Elektroforezi (DGGE), mikrobiyal
ekolojide, farkli niikleotid dizilimlerine sahip
16S rDNA genlerinin elektroforetik olarak ay-
rilmas1 amaciyla kullanilmaktadir. DGGE sonu-
cu olusan her bant, numunede bulunan bir tiirii
temsil etmekte ve o numuneye 6zgii parmak izi-
ni vermektedir. DGGE ile bir¢ok numunenin
ayni anda analiz edilebilmesi ve hizli sonug ali-
nabilmesi sebebiyle oOzellikle biyoreaktér ve
ekosistem gibi zengin biyogesitlilige sahip or-
tamlarin incelenmesinde yayginlasan bir yon-
temdir (Muyzer ve Smalla, 1998).

Bu ¢alismada, kagit endiistrisi atiksularini aritan
gercek Olcekli bir anaerobik kontak reaktoriin 3
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farkli kademesinden (asagidan yukar1 dogru 4
m, 8 m ve 12 m) 2 farkli zamanda alinan ¢amur
numunelerinin arkeyal ve bakteriyel komiinite
yapilar1 DGGE yontemi ile karsilastirilmastir.
DGGE sonuglari, daha onceki bir ¢alismada,
SRB ve metanojenik Arke popiilasyonlarinin
kompozisyonlarinin, miktarlarinin, ve aktivite-
lerinin belirlenmesi amaciyla uygulanan FISH
ve Spesifik Metan Aktivite (SMA) testi sonugla-
11 ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Materyal ve yontem

Anaerobik kontak reaktoriin ozellikleri

Sekil 1’de Kagit endiistrisine ait iki kademeli
anaerobik-aerobik biyolojik atiksu aritma tesisi-
nin akim semas1 verilmistir. Tesis, iki kademeli
anaerobik-aerobik biyolojik aritma sistemine
sahiptir. Anaerobik kontak reaktdriin toplam
hacmi 10000 m® ve toplam yiiksekligi 16 m’dir.
Atiksu girisi anaerobik kontak reaktore alttan
besleme ile yapilmaktadir. Reaktordeki sicaklik
ve pH sirasiyla 34-37°C ve 6.4-7.5 degerlerin-
de tutulmaktadir. Alkalinite, 1300-1500 mg/L
CaCOj3, COD:N:P oram1 176:5:1, hidrolik bek-
letme siiresi (HBS) 4 giindiir.

Atiksu ozellikleri

Kagit endiistrisi atiksu aritma tesisine beyaz ve
siyah likor olmak tizere iki farkli icerikte atiksu
gelmektedir. Kagit makinelerinden kaynaklanan
beyaz likér, 7300-7900 mg/L araliginda KOI
degerine sahiptir. Tesisten 2000 m’/giin debiyle
cikan beyaz likdr O6n ¢oktiirmeye maruz bira-
kilmaktadir. Saman kaynakl siyah likériin KOI
degeri 11700-13300 mg/L araliginda degismek-
tedir. Siyah likor, 500 m*/giin debi ile ¢ikmakta
ve On ¢oktlirmeye tabi tutulmamaktadir. Denge-
leme tankinda karistirilan beyaz ve siyah likor-
ler, 2500 m3/g1'in debi, 8200-9000 mg/L KOI,
850-950 mg/L SO4* ve pH 5.6-6.6 ile anaero-
bik reaktore verilmektedir.

Genomik DNA ekstraksiyonu ve 16S rRNA
genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi

DNA ekstraksiyonu i¢in reaktoriin 4 m, 8 m and
12 m yiiksekliklerinden 2 farkli zamanda (3
Temmuz 2005 ve 21 Agustos 2005) ii¢ paralel
numune alinmig ve -20°C’de saklanmustir. Nu-
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Sekil 1. Kagit endiistrisi atiksu aritma tesisi akis diyagrami

mune alma tarihleri arasinda iki hafta boyunca
reaktor bakim amaciyla ¢aligtirilmamastir.

Fast DNA Spin Kit for Soil (Qbiogene Inc., in-
giltere) ekstraksiyon kitinin 6nerdigi protokole
uygun olarak 0.2 mL c¢amur numunesinden
genomik DNA cikartilmistir. Cikartilan geno-
mik DNA’dan Arke ve Bakterilere 0zgii 16S
rDNAlar PCR ile ¢ogaltilmistir.

PCR’da kullanilan primerler ve baglanma sicak-
liklar1 Tablo 1’de verilmistir. Duyarhilig1 ve 6z-
giilligli arttirmak amaciyla, arkeyal iiriinlerin
cogaltilmasinda yuvalanmis PCR uygulanmustir.
Arkeyal 16S rDNA ilk olarak Arch46f ve
Arch1017r primerleri ile ¢ogaltilmistir. Cogal-
ma, 50 pL reaksiyon hacminde 200 ng DNA, 10
pmol primer ¢ifti, 10 mM deoksiniikleozit
trifosfat, 1.5 mM MgCl,, 5 pL 10x Tag tampon
cozeltisi ve 2U Tag DNA polimeraz (Fermentas,
Letonya) olacak sekilde ger¢geklesmistir.

Yuvalanmig PCR’1n ikinci asamasinda, ilk turda
elde edilen PCR iirtinleri kalip olarak kullanmis
ve arkeyal 16S rDNA’nin V3 bolgesini hedefle-
yen Arch344f-Univ522r primer ¢ifti ile ¢ogal-
tilmistir. Diger PCR bilesenlerinde herhangi bir
degisiklik yapilmamistir. PCR amplifikasyonu,
Techne TC-412 (Barloworld Scientific Ltd., in-
giltere) marka PCR makinesinde, ilk denatiiras-
yon 94°C’de 5 dak. olmak tizere 30 dongii dena-
tiirasyon 94°C’de 1 dak., baglanma 1 dak., uza-
ma 72°C’de 1 dak. ve son uzama 72°C’de 10
dak. olacak sekilde gerceklestirilmistir. PCR
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triinleri, %1 (w/v) agaroz jelin 1x Tris—asetat—
EDTA tampon ¢o6zeltisinde (40 mM Tris, 20
mM asetik asit, | mM EDTA; pH 8.0), 7V em™”
de elektroforez (Thermo-Scientific Ltd., ingilte-
re) sisteminde yiirlitiilmistlir. Etidyum bromiir
ile boyanmis agaroz jel goriintiileri Chemi-
Smart 3000 jel dokiimantasyon sistemi (Vilber
Lourmat, Fransa) kullanilarak kaydedilmistir.

Denatiiran gradyan jel elektroforezi
(DGGE)

Arke ve Bakterilere ait komiinite profilleri,
Arch344f GC-Univ522r ve Bact341f GC-
Bact534r primerleri (Muyzer vd.,1993) kullani-
larak ¢ogaltilan PCR f{irlinlerinin DGGE analiz-
leri yapilarak elde edilmistir. 10 pul PCR {iriin,
yilikleme boyasi (distile suda %0.25 bromofenol
mavisi, %0.25 ksilen siyanol FF, %15 Ficoll) ile
karistirllarak %10  poliakrilamid  jelde
(akrilamid—N,N'-metilenbisakrilamid orant
37.5:1) 1x TAE tampon ¢ozeltisi i¢cinde (40 mM
Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM EDTA; pH 8.0)
yuritiilmiistir. Akrilamid jelde {ire ve formamid
kullanilarak %30-60 denatiiran esdegeri kimya-
sal gradyan olusturulmustur (100% denatiiran 7
M iire ve %40 (v/v) formamid icermektedir).
Jellerin normalizasyonunu saglamak amaciyla
arkeyal ve bakteriyel klon kiitiiphanelerinden
elde edilmis 16S rDNA karisimindan olusan bir
isaretleyici, jelin basina ve sonuna yiiklenmistir.
Elektroforez, D-Code sistemi kullanilarak (Bio-
Rad Laboratories Ltd., Ingiltere) 200 V sabit
akimda 60°C’de 4.5 saat boyunca devam etmis-
tir. Akrilamid jeller SybrGold (1:10000 seyrelti;
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Tablo 1. PCR amplifikasyonunda kullanilan primerler

i Baglanma !
Primer Hedef Deney agamasi sicakliz1 (°C) Konum Kaynak
Bact341f GC? Bakteriyel DGGE 55 341-357 Muyzer ve digerleri,
Bact534r 16S rDNA 534-518 1993
Arch46f 46-61 Ovreas ve digerleri,
Yuvalanmig 40 1997
PCR’1n ilk agamasi Barns ve digerleri,
Arch1017r Arkeyal 1017-999 1994
Arch344f GC2 16S rDNA 344-358 Raskin ve digerleri,
- 1994
DGGE 53 A dizerlert
Univ522r 520504 mann 1\/96:951ger erl,

'Escherichia coli numaralama sistemi.
*Arch344f ve Bact341f e ait 5'-GC kuyruklari:

(GCCCGCCGCGLCGCGGECEGGCEGGGCEGGGGCACGGGGGGACGGGA).

Molecular Probes Inc., Ingiltere) ile boyandik-
tan sonra Chemi-Smart 3000 jel dokiimantasyon
sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanilarak
gorilintiilenmistir.

Jel goriintiileri, Bionumerics 5.0 (Applied
Maths, Kortrijk, Belgika) programi kullanilarak
analiz edilmistir. Bantlar arasindaki benzerlikler
(varlik - yokluk ve bant siddeti) Dice katsayisi
(Sp) kullanilarak hesaplanmistir. Dice katsayisi
kullanilarak yapilan analizlerde bant konum to-
lerans1 % 0.7 olarak uygulanmustir.

Sonuglar ve degerlendirme

Anaerobik kontak reaktoriin performansi
Anaerobik kontak reaktoriiniin 1.6 - 1.8 kg
KOI/m’ giin araliginda degisen Organik Yiikle-
me Hizinda (OYH) 5 aylik izleme periyodunda-
ki performansindan % 47 - % 55 araliginda de-
gisen KOI giderim veriminin ve 0.18 - 0.20 m’
CHy/kg KOIgiderilen araligindaki metan iiretim
veriminin saglandigi goriilmektedir. KOI gide-
rim verimi, literatiirde kagit endiistrisi atik-
sularin1 aritan anaerobik kontak reaktorler icin
verilen deger araliginin (% 40-80) alt sinir1 i¢in-
de kalmakla birlikte (Savant vd., 2005; Rintala
vd.,, 1999) metan verimi, kagit enddistrisi
atiksularini aritan anaerobik reaktorler i¢in lite-
ratiirde verilen degerlerin (0.08-0.16 m’> CHy /kg
KOlgigeriten)  Ustiindedir  (Savant vd., 2005;
Rintala vd., 1999). Anaerobik reaktore uygula-
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nan OYH araligi, literatirde kagit endiistrisi
atiksularini aritan anaerobik kontak reaktorler
icin verilen deger araligmin (0.5-5 kg
KOi/m’.giin) alt simri icinde kalmaktadir
(Savant vd., 2005; Rintala vd.,1999). HBS, lite-
ratiirdeki uygulamalarda 0.5-5 giin araliginda
tanimlanmistir (Savant vd., 2005; Rintala vd.,
1999). Kontak reaktoriin ¢alistirildigr 4 giinliik
HBS literatiirdeki basarili uygulamalar i¢in veri-
len deger aralifindadir. Reaktérde sicaklik, pH
ve KOI/N/P orani sirastyla 34-37°C, 6.4-7.5 ve
176:5:1, optimum deger araliklarinda tutulmak-
tadir. 0.15-0.17 g KOI/g UAKM. giin olarak
uygulanan F/M orani, anaerobik reaktorlere uy-
gulanan 0.5-1 g KOI/g UAKM. giin araliginda-
ki tipik F/M oranlarmmin oldukc¢a altindadir
(Speece, 1996). Anaerobik reaktorlerde, F/M
oraninin arttirilmasiin metan aktivitesi (Sponza
vd., 2002) ve KOI giderim verimi iizerinde
olumlu etkileri oldugu daha 6nce rapor edilmis-
tir (Sponza vd., 2002; Ince vd., 1995; Ince vd.,
2004; Baier ve Delavy, 2005).

Denatiiran gradyan jel elektroforezi (DGGE)
sonuclan

Anaerobik kontak reaktoriin 3 farkli yiiksek-
liginden iki fakli zamanda alinan numunelere ait
genomik DNAlardan Arke ve Bakterilere 6zgl
16S rDNA’lar PCR ile ¢ogaltilmis ve denatiiran
jelde yiirtitilmiistiir. Arke ve Bakterilere ait jel
goriintiileri Sekil 2 ve Sekil 3’te verilmektedir.
Elde edilen goriintiiler Bionumerics 5.0 yazilimi
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(Applied Maths, Kortrijk, Belgika) ile normalize
edilmis, Arke ve Bakteri popiilasyonlarina ait
soy agaclar1 ¢izilmistir.

Sekil 2’de verilen Arke popiilasyonuna ait soy
agaci, Temmuz ve Agustos ayinda alinan nu-
munelerin % 50 benzerlikte oldugunu yani iki
donem arasinda komiinitede 6nemli bir degisik-
lik oldugunu gostermektedir. AU ve AO numu-
neleri % 88 benzerlikte kiimelenirken AA nu-
munesi AU ve AO’ya % 85.7 benzerlikte kiime-
lenmistir. Temmuz ayinda da TU ve TO numu-
neleri % 92.3 benzerlik gostermekte, TA numu-
nesi TO ve TU’ye % 91.7 benzerlikte kiime-
lenmektedir. Degisen benzerlik oranlari, hem
reaktor yiiksekligi boyunca hem de numune al-
ma donemleri arasinda mikrobiyal komiinitede
farklilagmalar oldugunu gostermektedir.
Arkeyal DGGE jelinde tespit edilen 31 farkli
bandin varligi, reaktérden alinan numunelerde
31 farkli tiirin oldugunu gdstermektedir.
Bionumerics analizi sonucunda, Temmuz ayin-
da rastlanan 3 farkli tiire Agustos ayinda rast-
lanmadigi, buna karsilik, Temmuz ayinda tespit
edilemeyen 6 farkl: tlirlin Agustos ayinda tespit
edilebildigi goriilmiistiir.

Sekil 3’te Bakteri popiilasyonuna ait soy agaci,
Temmuz ve Agustos 2005°te alinan numunele-
rin % 78.3 benzerlikte oldugunu gostermektedir.
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Bu degisim Arke popiilasyonuna oranla daha az
olmakla birlikte iki donem arasinda bakteriyel
komiinitede 6nemli bir degisiklik oldugunu gos-
termektedir. Agustos ayinda, reaktoriin iist ve
orta kisimlarindan alman AU ve AO numuneleri
% 89.2 benzerlik gosterirken alt kisimdan alinan
AA numunesi AU ve AO’ya %81.8 benzerlikte
kiimelenmistir. Temmuz ay1 6rneklerinde ise alt
ve iist seviyelerden alinan TA ve TU numunele-
11 % 90.7 benzerlik gostermekte, orta seviyeden
alinan TO numunesi TA ve TU ile % 86.5 ben-
zerlikte kiimelenmektedir. Arkeyal komiinitede
oldugu gibi bakteriyel komiinite yapisinda da
reaktdr boyunca ve numune alma zamanlari ara-
sinda farkliliklar  gozlenmistir.  Bakteriyel
DGGE jelinde toplam 57 farkl: tiirii temsil eden
57 farkli bant tespit edilmistir. Temmuz ayinda
rastlanan 10 farkl tiire Agustos ayinda rastlan-
mamis, buna karsilik, Agustos ayinda 10 farkl
tiir tespit edilmistir. Bant sayilar1 karsilastirildi-
ginda, Bakteri popiilasyonundaki c¢esitliligin
Arke popiilasyonundaki cesitlilikten daha fazla
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, Agus-
tos 2005°te Bakteri popiilasyonunda tespit edi-
lemeyen tiir sayisinin Arke popiilasyonunda tes-
pit edilemeyen tiir sayisindan fazla olmasi, bak-
teriyel tiirlerin degisen isletme kosullarina daha
duyarli oldugu sonucuna varilabilir. Benzer so-
nuclar daha oOnceki calismalarda da elde edil-
mistir (Buzzini vd., 2006).
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Sekil 2. Arkeyal soy agact ve DGGE jel goriintiisii (Ornekler: AA: Agustos, 4 m; AO: Agustos,8 m;
AU, Agustos 12 m; TA: Temmuz, 4m; TO Temmuz 8 m; TU: Temmuz, 12 m)
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Sekil 3. Bakteriyel soy agact ve DGGE jel goriintiisii (Ornekler: AA: Agustos, 4 m; AO: Agustos,
8 m; AU, Agustos 12 m; TA: Temmuz, 4m; TO, Temmuz 8 m; TU: Temmuz, 12 m)

Ince ve digerleri (2007)’ne ait dnceki bir calis-
mada, anaerobik kontak reaktore ait numuneler-
de potansiyel metan iiretim (PMU) hizlan
Temmuz numuneleri icin 280 mL CHa/g
UAKM.giin, Agustos numuneleri i¢in ortalama
160 mL CH4/g UAKM.giin olarak bulunmustur.
Aymni orneklerde, FISH uygulanarak elde edilen
hiicre sayimlari, numune alma yiiksekligi arttik-
ca camurun PMU hizinin ve asetoklastik
metanojenlerin toplam komiinite igerisindeki
miktarmin paralel olarak azaldigini gostermek-
tedir (Ince vd., 2007). Buna baglh olarak, Tem-
muz ayinda reaktérde bulunup Agustos ayinda
kaybolan tiirlerin yiliksek metan {iretim potansi-
yeline sahip oldugu sdylenebilir. Benzer sekilde,
Temmuz ayinda reaktorde olmayip Agustos
ayinda gozlenen tiirler diisiik aktiviteyle ilgili
tiirler olabilir.

Bu c¢alismada, SMA testi ve FISH teknigi ile
tespit edilen mikrobiyal komiinite degisimi
DGGE yontemi kullanilarak dogrulanmistir.
DGGE yontemi, yiiksek ve diisiik aktiviteye sa-
hip mikrobiyal komiinitelerin karsilastirilma-
sina olanak saglamistir. FISH yontemi reaktorde
mevcut aktif mikrobiyal tiirlerin miktarlar1 hak-
kinda bilgi vermesine ragmen, kompozis-
yondaki degisimi tespit etmede yeterli degildir.
Bununla birlikte, DGGE yontemi komiinite bi-
lesenlerinin sayisal degisimini yansitmakta ye-
tersiz kalmaktadir. Bu nedenle anaerobik reak-
torlerin mikrobiyal komiinite yapilarinin gerek
DGGE gibi detayli kalitatif sonug veren gerekse
FISH gibi mikroskopik sayima dayal1 sonug ve-
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ren kiiltlirden bagimsiz yontemlerle birlikte ¢ali-
silmasi gerektigi sonucuna varilmstir.

Bu ¢alismanin devaminda, arkeyal ve bakteriyel
DGGE jellerindeki baskin bantlarin kesilerek
dizi analizlerinin yapilmasi, yliksek ve diisiik
aktiviteye sahip mikrobiyal komiiniteye 6zgl
tirlerin tespit edilmesine olanak saglayacaktir.
Ayrica, anaerobik kontak reaktordeki baskin
tirlerin ortaya cikarilmasi, bu tiirlerin metabo-
lizmalar1 hakkinda bilgi sahibi olunmasini sag-
layacaktir. Bdoylece, reaktoriin isleyis meka-
nizmasi kismen ¢Oziimlenmis olacak ve aktivite
ile ilgili tilirlerin belirlenmesine olanak tani-
nacaktir.
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Poliaromatik hidrokarbonlarin aerobik giderimlerine
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Ozet

Biyolojik olarak parcalanmast olduk¢a giic olan poliaromatik hidrokarbon (PAH) gibi toksik ve kir-
letici maddeler bir¢ok endiistri kuruluslarimin atiksulari ile dogaya birakilmaktadir. Petrokimya
endiistrisi bu endiistri kuruluslari icerisinde biiyiik ve onemli bir yere sahiptir. PAH lar ham petro-
liin islenmesi sirasinda ortaya ¢ikan, toksik, mutajenik ve karsinojenik bilesiklerdir. Bu ¢alisma,
EPA tarafindan petrokimya endiistrilerinde oncelikli olarak belirtilen 15 adet PAH iizerine odak-
lanmistir. Laboratuvar kosullarinda Siirekli Tam Karisimli Aerobik Tank Reaktor’de (SKTR) bes-
lemesi icin atiksu Izmir'deki bir petrokimya endiistrisi atiksu aritma tesisinin havalandirma iinitesi
girisinden alinmistir. 20 giinliik camur yasinda ve 5 giinliik hidrolik bekleme siirelerinde toplam 15
PAH in sistem icerisinde giderim verimleri incelenmistir. Kontrol reaktoriinde (biyostirfaktansiz)
15 adet PAH igerisinden ii¢ benzen halkalilar %35—60 aritma verimi ile giderilirken yiiksek benzen
halkali PAH'larin giderimi %25-50 olarak gerceklesmistir. Yiiksek benzen halkali PAH lar biyolo-
Jjik olarak ¢ok diigiik verimlerle giderilen PAH'larin siirekli karistirmali aerobik tank reaktor siste-
minde rhamnolipid biyosiirfaktani (15-30-50—150 mg/L) aerobik biyolojik giderim verimine etkileri
degerlendirilmistir. Optimum biyosiirfaktan dozu 15 mg/L olarak belirlenmistir. Bu dozda 15 mg/L
rhamnolipid i¢eren Stirekli Karisimli Tank Reaktorde (SKTR)'de petrokimya endiistrisi atiksularinin
aerobik aritilabilirligi ile yapilan ¢alismada 30 giinliik isletme siiresi sonunda maksimum KOI gi-
derme verimi %78 olmustur. Kalici, zor ayrisabilen PAH lardan 2 ve 3 benzen halkali yapilar;
%68-94, molekiiler agirliklar: daha biiyiik olan 4, 5 ve 6 benzen halkali yapilar %50-74 artma ve-
rimi ile giderilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aerobik, aktif camur sistemi, biyosiirfaktan, petrokimya, poliaromatik hidrokarbonlar
(PAH).
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Influence of Biosurfactant on aerobic
biodegradation of polyaromatic
hydrocarbons

Extended abstract

Some toxic pollutants such as PAHs which are per-
sistent are releasing to the environment with indus-
trial wastewater flows. These organics are degraded
with difficulty and accumulated in the environmental
ecosystem. They are toxic and carcinogenic to the
humans and to the viable microorganisms resulting
in significant irreversible hazardous effects. Petro-
chemical industry wastewaters are the most impor-
tant source of the persistent PAHs which are toxic,
mutagenic and carcinogenic substances. PAHs are
producing during petroleum production. In this
study, the aerobic treatability of 15 PAHs was stud-
ied since they are named as priority pollutants by
EPA. In the laboratory studies, an aerobic stirred
reactor was used for the biodegradation of PAHs in
the wastewater taken from the influent of aerobic
activated tank of the petrochemical industry waste-
water treatment plant in Izmir.

The removal efficiencies of acenaphthene (ACT),
fluorene (FLN), phenanthrene (PHE), anthracene
(ANT), carbazole (CRB), fluoranthene (FL), pyrene
(PY), benz[a]anthracene (BaA), chrysene (CHR),
benz[b]fluoranthene (BbF), benzo[k]fluoranthene
(BkF),  benzo[a]pyrene  (BaP), indenofl,2,3-
cd]pyrene (IcdP), dibenz[a,h]anthracene (DahA),
benzo[g, h,i]perylene (BghiP) were determined in
wastewater. The removal efficiencies of 15 PAHs
was investigated in the surfactant added aerobic
completely stirred tank reactor and in the control
reactor without biosurfactant at a sludge retention
time of 20 days and at a hydraulic retention time of
5 days in the reactor systems. The COD removal
efficiencies in control, in 15 mg/L, 30 mg/L, 50 mg/L
and 150 mg/L rhamnolipid containing reactors were
70-77%, 74-79%, 70-78%, 66—-72% and 56—65%.
The PAHs with 3 benzene rings was degraded with a
removal efficiency of 35-60% while the PAHs with 5
benzene ring were removed with a removal effi-
ciency of 25-50% in control reactor. It was observed
that the degradation of PAHs with high molecular
weights are very difficult. The effect of increasing
biosurfactant (15-30-50-150 mg/L) concentrations on
the removal of PAHs was investigated in PAHs with
high and low benzene rings. For maximum PAH re-
moval the optimum biosurfactant dose was 15 mg/L.

In this dose, the PAHs with 3 benzene ring was re-
moved with a removal efficiency of 68-94%, while
the PAHs with 4-5 benzene ring was removed be-
tween 50% and 70% under biologic degradation
conditions. In 15 mg/L rhamnolipid containing reac-
tor the dissolved COD removal efficiency is high
compared to the control reactor. It was found that
the increasing of rhamnolipid concentrations did not
affect positively the soluble COD removal efficiency
while to the highest soluble COD removal efficiency
was reached at a rhamnolipid concentration of 15
mg/L. Low dissolved COD removal efficiencies in
reactors containing 50 and 150 mg/L rhamnolipid
administered reactors compared to control could be
attributed to the presence of a possible toxicity for
the aforementioned rhamnolipid doses. Since the
maximum dissolved COD removal efficiencies was
obtained at a rhamnolipid dose of 15 mg/L, this level
of a surfactant was obtained as the optimum rham-
nolipid dose for a raw Petrochemical Industry
wastewaters. The main dissolved COD removal way
with simultaneous rhamnolipid uptake pathway and
degradation of PAHs could be explained as follows:
Since 15 mg/L rhamnolipid is readily biodegradable
could be uptaken by the microorganisms to the cells
and could be used as feed together with dissolved
COD. In the declaration of Ministry of Environment
and Forestry on dated 26/11/2005 and numbered
26005 in the Official news paper it was mentioned
that “the hydrocarbons namely ANT ve BaP, BbF,
BghiP, BkF, FLN, Ini23cdP ve NaP” are listed in
the Regulation Water Pollution Control for Hazard-
ous Compouds (76/464/AB) attachment while there
is no a limitation to the receiving water discharge
Standard for the aforementioned PAHs. The PAHs
namely BaA, CHR, BbF, BkF, BaP, DahA, BghiP
and Inl23cdP have potential cancer risks. The
aforementioned PAHs were removed with treatment
efficiencies of 65%, 73%, 65%, 63%, 67%, 70%,
60% and 50% in the aerobic completely stirred tank
reactor containing 15 mg/L rhamnolipid dose. For
this reason it should be added some discharge limi-
tation to the Water and Wastewater Pollution Regu-
lation for PAHs in the petrochemical, dye and
chemical industries. Furthermore, the PAH concen-
trations in the effluent of the aerobic reactors should
be assessed with toxicity tests.

Keywords: Aerobic activated sludge system, biosur-
factant, petrochemical, polyaromatic hydrocarbons
(PAHs) .
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Giris

Poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) dogal ve
antropojenik kaynaklardan ve petrol kdkenli kir-
leticilerin bilin¢li veya kaza sonucunda gevreye
birakilmalari, kentsel/endiistriyel tesislerin {ire-
tim sonucu atik ¢iktilar1 ve tasit faaliyetleri so-
nucunda ortaya ¢ikan tehlikeli organik madde-
lerdir. (Restrepo vd., 2008). PAH’lar toksik,
mutajenik ve kanserojen maddelerdir. Cevreye
birakildiklarinda organik olarak ayrisabilirlikleri
cok giic olduklarindan biyolojik olarak parca-
lanmas1 giictiir (Randhir vd., 2003). Zamanla
birikimlere yol agarak insan ve canli ekosistem
izerinde 6nlemez sonuglara yol acarlar.

Endiistriyel faaliyetler icerisinde agir sanayi ola-
rak tanimlanan sektorlerden biri de Petrokimya
sanayi tesisleridir. Petrokimya sanayi, nafta,
LPG, gaz-yag gibi petrol iirlinleri veya dogal
gaza dayal1 temel girdileri kullanarak plastikler,
lastik ve elyaf hammaddeleri ve diger organik
ara mallar {lireten ve ambalaj, elektronik, oto-
motiv, ingaat, tekstil ve tarim gibi bir¢ok sektore
girdi saglayan bir sanayi koludur (Petkim,
2008). Biinyesinde ¢ok sayida tesis i¢eren bu tiir
endistriler olduk¢a yiiksek miktarlarda su kul-
lanmaktadir. Atiksu 6zelligi ise iiretim siirecine
bagl olarak degisiklikler gostermektedir. Biyo-
lojik aritma sistemlerinin yeterli olmadig1r du-
rumlarda sisteme bir takim yardimc1 maddeler
ilave edilerek kirleticilerin giderilmesi saglan-
mistir. Fakat bu tiir caligsmalarin atiksu ortamin-
da kullanimlar1 hakkinda literatiir taramasinda
cok veriye rastlanmamistir. Daha ¢ok toprak
biyoremidasyonu iizerinde calismalar yer al-
makta ve yiiksek verimde PAH’larin giderimle-
rinin  saglandigr  belirtilmektedir  (Kosaric,
2001). Kullanilan bu yardimci maddelerin ba-
sinda biosiirfaktanlar gelmektedir. Biosiirfak-
tanlar, karbonhidratlari, hidrokarbonlari, yaglari
veya bunlarin kompozisyonunu karbon kaynagi
olarak kullanan aerobik mikroorganizmalar tara-
findan tretilmektedir ve kullanimda birgok
avantaji beraberinde getirmektedir. Bu avantaj-
lardan bazilari, sicaklik, pH ve tuzluluk degi-
simlerinden etkilenmemeleri ve biyolojik olarak
ayrigabilmeleridir (Bognolo, 1999).

Izmir petrokimya endiistrisi atiksularinda diisiik
karbon halkali PAH’larin u¢gma mekanizmasi ile
giderildigi, 3—6 karbon halkali PAH’larin ise
cok diisiik aritma verimi ile giderildigi veya hig
giderilmedigi gozlenmistir. Bu nedenle bu ca-
lismada bir petrokimya endiistrisi atiksularinda
bulunan ¢oziinmiis KOI ve =zor ayrisan
PAH’larin giderilmesi i¢in 15-30-50—-150 mg/L
rhamnolipid konsantrasyonlarinda aritma veri-
mine etkileri incelenmistir.

Poliaromatik hidrokarbonlar ve
biosiirfaktanlarin cevresel uygulamalar:
PAH’lar iki ve daha fazla benzen halkasi ile
olusmus diiz, kiime veya agisal olarak birbirine
eklemis polar olmayan kimyasal yapilardir. ki
ve li¢ halkali yapilar diisiik molekiilli, tigten
fazla halkalilar ise yiiksek molekiillii PAH ola-
rak smiflandirnilmigtir. Cevre Koruma Ajansi
(U.S. EPA)'ya gore insan ve g¢evre sagligi aci-
sindan oncelikli 16 PAH belirlenmistir (EPA,
2002; Pierra vd., 2006). Bu kirleticiler
mutajenik, toksik ve kanserojen Ozeliklere sa-
hiptir (Santos vd., 2008). Bu yapilarin fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri ile beraber saglik tizerine
etkileri Sekil 1 ve Tablo 1°de verilmistir.

fluoranthene dibenz{ah]anthracene

benao[ghilperylene

benzo[k|uoranthene

Sekil 1. Oncelikli olarak belirlenmis PAH larin
kimyasal yapilar
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Tablo 1 PAH larn fiziksel, kimyasal ve saglik iizerine etkisi (Randhir vd., 2003)

PAH Halka Molekiil Coziiniirlik Log Kw Kanser
Sayisi Agirhk (ng/ Siniflandirmasi
uU.S. IARC
EPA
Naphthalene 2 128 31000 34 D 3
Acenaphtylene 3 152 16500 4.0 D 3
Acenaphthene 3 153 3800 4.2 D 3
Fluorene 3 166 1900 4.3 D 3
Phenanthrene 3 178 1100 44 D 3
Anthracene 3 178 45 4.5 D 3
Flouranthene 4 202 130 5.2 D 3
Pyrene 4 202 260 53 D 3
Benzo(a) anthracene 4 228 11 5.9 B2 2A
Chrysene 4 228 6 5.6 B2 3
Benzo (b) flouranthene 5 252 1.5 5.7 B2 2B
Benzo (k) flouranthene 5 252 0.8 6.2 B2 2B
Benzo (a) pyrene 5 252 3.8 6.3 B2 2B
Dibenz(a,h) anthracene 5 278 0.6 6.5 B2 --
Benzo[g,h,i]peryene 6 276 0.3 6.7 B2 --
Indeno[1,2,3-c,d]pyrene 6 276 0.2 6.9 B2 -

D, 3: smiflandirilmamig

Poliaromatik hidrokarbonlar biyolojik olarak
giic ayrisabilen organik maddeler olduklarindan
konvansiyonel aritma sistemleri igerisinde
giderimlerinde yetersiz kalinabilmektedir. Bir
takim yardime1 maddeler kullanilarak bu kirleti-
cilerin ¢oziliniirliiklerini arttirmak suretiyle ari-
tilmalar1 saglanabilir.

Biyosiirfaktanlar yiizeysel ve ylizeyler arasinda-
ki gerilimi disiiriir, hidrofilik ve hidrofobik faa-
liyet gosterir (Bognolo, 1999). Bu 6zellikleri
nedeni ile Sekil 2’de belirtilen mekanizmalar
sayesinde PAH’larin giderilmesi gerceklestiril-
mektedir (Randhir vd., 2003). Bu mekanizma
A’da biyosiirfaktan misellerinin PAH’lar1 dog-
rudan alimlar1 ve bakteri hiicresine sunmasi sek-
linde olmaktadir. B mekanizmasinda misellerin
PAH’1 su fazinda birakarak bakteri hiicresine
sunmasi seklinde gerceklesmektedir. C meka-
nizmasinda ise bakteri hiicresinin alimi kolay-
lagtirmak ic¢in biyosiirfaktan misellerin yardimi
ile PAH 1n alim1 ve son mekanizma D’de misel-
siz olan biyosiirfaktan PAH’1n parcalanmasi ile
biyosiirfaktanin da bakteri hiicresine alimi sek-
linde gerceklesmektedir.

Yuan ve digerleri (2000) PAH’larin aerobik ka-
risik kiiltiir kullanarak ayrisabilirliligini incele-
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2A-B2-2B: kanser riski yiiksek

mislerdir. Karisik kiiltiirde aerobik kosullarda 5
adet PAH’dan (penantren, asenaften, antrasen,
floren ve piren) 28 saat, 10 ve 12 isletme siiresi
sonunda penantren, asenaften ve antrasenin ta-
mamen ayristig1 rapor edilmistir. 28 saat sonun-
da penantrenin saatte 0.18 mg/L, asenaftenin
giinliik 0.5 mg/L ve pirenin giinliikk 0.42 mg/L
konsantrasyonun tamamen ayrigtigi gozlemlen-
mis, ancak antrasen ve florenin aerobik olarak
ayrismadig belirtilmistir. Zhang (1997) tarafin-
dan yapilan diger bir ¢alismada ise mono-
rhamnolipid ve di-rhamnolipid biostirfaktanlar
kullanilarak phenanthrene’nin ¢dziiniirliigiiniin
arttirillmas1 amacglanmigtir. Mono-rhamnolipid’in
di-thamnolipida goére daha verimli oldugu ve
¢Oziiniirliigiin 3.63-34.8 pg/mL degerleri ara-
sinda oldugu sonucuna ulasilmistir. Barkay
(1999) tarafindan yapilan caligmada biosiir-
faktan olarak kullanilan ve Acinetobacter
radioresistens KAS53 den iiretilen Alasa’nin 50-
500 pg/mL konsantras-yonlarinin su ortaminda
penantren, floranten ve pirenin ¢oziintirliikklerini
6.6-25.7 ve 19.8 kat arttirdigin1 belirtilmistir.

Petrokimya rafinerisi atiksu ozellileri belirleme
konusunda yapilmis olan bir diger ¢alismada
biyokimyasal oksijen ihtiyact (BOIs) 150-350
mg/L, kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) 300-800
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mg/L, fenol seviyesi 20-200 mg/L, yag 3000
mg/L, askida kati madde 100 mg/L civarinda,
benzen 1-100 mg/L ve agir metal konsantrasyo-
nu 0.1-100 mg/L oldugu belirtilmistir (Zarooni
vd., 2006).

A) Bakteri hiicresi

o~
P
Misel L, “« Miselden alim

:\)&; PAH biyosiirfaktan ile

‘ g ﬂ ayrigmasi

Bakteri hiicresi

B)

O Coziinmiis PAH alimi

N Miselden PAH’1n serbest
birakilmasi

MY ;’ A PAH biyosiirfaktan ile

’ %7 §? R

PAH
©)

Bakteri hiicresi

e
/PAH’m dogrudan alim

D)
Bakteri hiicresi

/

Miselsiz A Biyosiirfaktan ile
biyosﬁrfakta@ ®) PAH’1n birlikte alimi

A Biyosiirfaktanin PAH’1
y
ayrigtirmasi

PAH

Sekil 2. Biosurfaktanin PAH lart ayristirma
mekanizmasi

Materyal ve metod

Deneysel set

Stirekli Karisimli Tank Reaktor (SKTR) 8.75
litre havalandirma iinitesi ile 1.15 litre ¢okeltim
tankindan olusmakta olup paslanmaz celikten

35

yapilmstir. iki iinite aras1 45 derecelik bir ac1
yapacak sekilde bir plaka ile ayrilmigtir. Bu pla-
ka {izerinde camurun geri doniisiimii i¢in delik-
ler mevcuttur. Petrokimya enddistrisi atiksu bes-
lemesi tabandan olup havalandirma pompasi ve
ona bagl difiizorler yardimi ile havalandirma da
tabandan yapilmistir. Bekleme siiresi boyunca
reaktdrden ¢ikis sulari ise iistten alinmistir. Sis-
tem yapilandirmasi Sekil 3’°te verilmistir.

Girig

30

REAKTORUN
GORUNUSU

60

Sekil 3. Stirekli Tam Karisimli Tank Reaktoriin
(SKTR) detaylart

Ornek alim

Calisma boyunca atiksu Izmir’deki bir petro-
kimya endiistrisi atiksu aritma tesisi havalan-
dirma tinitesi girisinden alinmistir. As1 mikroor-
ganizma ise petrokimya endiistrisi biyolojik
aritma sistemi icerisinden son ¢okeltim {initesi-
nin geri devir hatti tizerinden alinmstir.

Isletme parametreleri

SKTR ¢alismasinda kontrol reaktoriine ve diger
test reaktorlerine giinliikk 2 1 gercek petrokimya
tesisi havalandirma havuzu girisinden alinan
atiksu ile besleme yapilmistir. Havalandirma
havuzu aktif ¢amur sistemi olarak disiiniilmiis,
hidrolik bekleme siiresi 5 giin, organik ylikleme
0.3-0.4 g KOI/L.giin, F/M oram 0.13-0.14 g
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KOi/g MLVSS giin ve ¢amur yas1 20 giin olarak
belirlenmistir. Reaktoriin isletme siiresince pH’1
7+0.5’e, sicaklik 25+2’ye ¢Ozlinmiis oksijende
4+1’e gore ayarlanmustir.

Analitik yontemler

Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 (KOI) &lgiimlerinde
Standart Metotlara uygun olarak refluks
kolorimetrik metot kullanilmistir. Bu metotta
K»Cr,07 (HgSOy igerikli), HSO4 (AgySOy ige-
rikli) ¢ozeltileri kullanilmis olup, 6n hazirlik
islemi sirasinda 20 dakika 4000 devirde santri-
fiij edilmis numuneden 2.5 mL alinarak, 1.5 mL
K,Cr,07, 3.5 mL H,SOy4 ¢ozeltileri kullanilarak,
148°C’de 2 saat bekleme siiresinden sonra 600
nm’de AquaMed model spektrofotometrede 0l-
cllmiistiir. Tiim parametre analizleri 2 seri ha-
linde yapilmig olup ortalama degerleri veya
standart sapmal1 degerleri verilmistir.

Biyokimyasal Oksijen Ihtiyac1 (BOIs) dl¢iimle-
rinde WTW Oxi Top 12’lik dijital siseler kulla-
nilmis olup 5 giinliikk inkiibasyon sonuglari te-
mel alimmustir. pH, ¢6zlinmiis oksijen ve sicak-
lik 6lgtimleri WTW MultiLine P3 pH / Oxi-SET
cihaz1 kullanilarak giinlik olarak yapilmigtir.
Diger taraftan TN, TP, NH4, NO,, NO; 6l¢iimle-
ri sirast ile 14537, 14729, 14752, 14776, 14773
kodlu merck marka kitlerle Nova Pec.Il foto-
metrede okuma yapilmistir. Yag-gres, askida
kat1 madde (AKM) standart metotlara gore ya-
pilmistir (APHA., 2005). Agir metal; krom, kur-
sun, nikel, kadmiyum ve ¢inko (Cr, Pb, Ni, Cd,
Zn) analizleri i¢in ICP-OES kullanilmistir.

PAH tayininde, GC-MS (Agilent 6890N-
Agilent 5973, tastyic1 kolan olarak HP5-MS, 30
m, 0.25 mm, 0.25 pm) kullanilmigtir. Baglangic
firin sicakligi 50°C’de 1 dakika bekletilmis, da-
kikada 25°C arttirilarak 200°C’ye yiikseltilmis-
tir. 200°C’den 300°C’ye dakikada 8°C ve 5.5
dakika bekleme siireleri secilmistir. Enjektor,
iyon kaynagi ve guadrapol sicaklilari sirasi ile
295, 300 ve 180°C olarak belirlenmistir. Yiiksek
saflikta He tasiyici gaz olarak dakikada 1.5
ml.dak.”’, 45 cm.s” akis hizinda kullanilmustir.
PAH ol¢timleri i¢in 6nce numune hazirlama is-
lemine tabi tutulmustur. Numuneler 47 mm ca-
pinda ve igerisinde XAD-2 amberlit recine bu-
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lunan kolondan geg¢irilmis ve regine kismi ase-
ton/hekzan karigimi ile ¢ikartildiktan sonra iize-
rine 30 mL aseton/hekzan ilave edilerek 60 da-
kika sonikator cihazinda bekletilmistir. Vial ige-
risinde olusan faz ayirimi yapilarak azot gazi ile
numune miktar1 2 mL’ye kadar azaltilmistir.
Azaltilmis numune clean-up (alumina, silika ve
sodyum siilfat kolonunda tutulan PAH,
petrolyum eterle alimin)’dan sonra 1 ml’ye ka-
dar diisiiriilmiistir. Orneklerde asenaftalen
(ACT), fluoren (FLN), penantren (PHE),
antrasen (ANT), karbazole (CRB), fluoranten
(FL), piren (PY), benzo[a]antrasen (BaA),
sirisen (CHR), benzo[b]flouranten (BbF),
benz[k]fluoranten (BkF), benzo[a]piren (BaP),
indeno[1,2,3-cd]piren (IcdP), dibenz[a,h]antrasen
(DahA) ve benzo[g,h,i]piren (BghiP) analizleri
yapilmustir.

Sonuclar ve degerlendirme

Petrokimya endiistrisine ait artima tesisi hava-
landirma havuzundan alinan atiksuyun karak-
terizasyonu Tablo 2’de verilmektedir.

Tablo 2. Petrokimya tesisi havalandirma tinitesi
girig atiksu ozeligi

pH 7.53 Nitrat (mg/L) 1.9
Sicaklik (°C) 22.5 Nitrit (mg /1) 0.046
Coz. Oksijen (mg/L)  3.35 Yag-gres (mg/L)  506.5
Toplam KOI (mg/L) 1107  AKM (mg/L) 980
(6z. KOI (mg/L) 728 Cd (pg/L) 3.17
BOI; (mg/L) 384 Cr (ng/L) 4.55
Toplam N (mg/L) 21.0 Ni (ng/L) 25.0
Toplam P (mg/L) 12.0 Pb (ng/L) 12.76
Amonyum (mg/L) 3.26 Zn (ng/L) 225.9

Reaktdrlerden biri kontrol reaktorii olup digerle-
ri ise 15, 30, 50, 150 mg/L konsantrasyonlarda
rhamnolipid iceren gercek atiksu ile beslenmis-
tir. Bir aylik ¢aligma siiresi sonunda reaktorlerin
giris ve ¢ikis atiksularinda Toplam KOI, Cé-
ziinmiis KOI ve Toplam 15 adet PAH’1n analizi
yapilmis ve giderim oranlar1 belirlenmistir.
Kontrol ve rhamnolipid igeren reaktdrlerde KOI
konsantrasyon degisimler ve giderim verimleri
Sekil 4, 5, 6°da verilmistir.

Zamana ve giderim yiizdesine bagl olarak cizi-
len grafiklerde toplam KOI giderim degerlendir-
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Sekil 4. Kontrol ve 15 mg/L rhamnolipid ilaveli
reaktorde KOI degerleri ve giderim yiizdesi

mesinde giris atiksuda KOI degerinin 1740—
1950 mg/L arasinda degisim gosterdigi saptan-
mustir. Kontrol reaktérde KOI giderim yiizdesi
70-77, 15 mg/L rhamnolipid ilaveli reaktorde %
74-79, 30 mg/L rhamnolipid ilaveli reaktorde %
70-78, 50 mg/L rhamnolipid ilaveli reaktoérde %
66-72, 150 mg/L rhamnolipid ilaveli reaktorde
% 56-65 olarak gerceklesmistir. Reaktorlere
ilave edilen rhamnolipidin KOI katkis sirast ile
30, 100, 300 mg/L olarak belirlenmistir. Sekil-
lerde gosterilen toplam KOI rhamnolipidten
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kaynaklanan KOI’leri de icermektedir. 15 mg/L
rhamnolipid siirfaktani igeren reaktdérde kontrole
gore daha yiiksek bir ¢dziinmiis KOI gederimi
elde edilmistir. Artan rhamnolipid dozlarinin
KOI giderimine etkisi olmamis sadece 15 mg/L
rhamnolipid iceren reaktdrde en yiiksek ¢oziin-
miis KOI giderim verimleri elde edilmistir. 50
ve 150 mg/L rhamnolipid ilave edilmis reaktor-
lerde yiiksek rhamnolipid konsantrasyonda ¢o-
ziinmiis KOI’nin kontrole kiyasla azalmasi bir
toksisitenin olmasi ile agiklanabilir. Bunu belir-
lemek i¢in tiim rhamnolipid dozlar ile Daphnia
magna’nin kullanildig akut toksisite testleri ¢a-
lismalar1 yapilacaktir. Petrokimya endiistrisi
atiksularinda maksimum ¢dziinmiis KOI gide-
rimi 15 mg/L’lik rhamnolipid dozu ile elde edil-
diginden optimum rhamnolipid dozu 15 mg/L
olarak saptanmistir. Rhamnolipid’in PAH’1 da
biinyesinde bulunduran ¢dziinmiis KOI’yi gide-
rim mekanizmasi s0yle agiklanabilir: Belli doz-
lara kadar rhamnolipid biyosiirfaktan1 kolay ay-
risabilir bir madde oldugundan mikroorganiz-
malar tarafindan kolaylikla bilinyeye alinabilir
(Randhir vd., 2003).
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Sekil 5. 30 mg/L Rhanolipid reaktériinde KOI
degerleri ve giderim yiizdesi

Reaktorlerin PAH giderimi agisindan incelen-
mesi amactyla reaktdrlerin beslenmesi icin ali-
nan gercek petrokimya endiistrisi atiksularinin
PAH degerlerinin 6l¢timleri yapilmigtir. 30 giinliik
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50 mg/L Rhamnolipid

2000 100

R
1800 95
1600 90
1400 —b—d—h—k——h——d——k——h—— % <
=1200 0 =
= =
E1000 /l\ /'\./,\. 5 &
© 800 — I\./i' bl n e
B4 X
600 65 ==
—a A———
400 ————— 60
200 55
0 T T T T T T 50
0 5 10 15 2 % 30 35
Zaman (giin)

‘—Q—Q\k\s Goz. KOI —4— Girig Géz. KOI =g~ Toplam KOI —m—% Géz. KOI ‘

150 mg/L Rhamnolipid
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Sekil 6. 50 ve 150 mg/L Rhanolipid reaktoriinde KOI degerleri ve giderim yiizdesi

isletme periyotlarinda reaktorlerin giris ve ¢ikis-
larindan alinan 6rneklerde iki tekrarli 6l¢timler
yapilmis olup, 15 adet PAH’1n aritma verimleri
Sekil 7’de verilmistir. Petrokimya endiistrisi
aritma sisteminin biyolojik havalandirma iinite-
si girisinden alinan atiksuda 15 adet PAH anali-
zi yapilmustir. Ug ve daha yiiksek benzen halka-
larina sahip PAH’larin giderim verimleri ince-
lenmistir. Reaktore giris suyunda 3 benzen hal-
kali ACT, FLN, PHE, ANT ve CRB
PAH’larmin konsantrasyonlar1 0.19-16.36 ng/
ml. 4 benzen halkali FL, PY, BaP ve CHR,
0.29-1.68 ng/ml olarak bulunmustur. Bes ben-
zen halkali PAH’lardan BbF, BKF ve BaP 0.15-
0.2 ng/ml arasindaki konsantrasyonlarda ve 6
benzen halkali PAH’lar IcdP, DahA BghiP ise
0.31-0.50 ng/ml arasinda degisen konstantras-
yonlarda bulunmaktadir.

Reaktorlerin 30 giinliik isletim siiresi sonunda
15 mg/L rhamnolipid ilaveli reaktorlerdeki gi-
derim yiizdeleri, 3 benzen halkalilarda % 68—
94, 4 benzen halkalilarda % 65-73.5 benzen
halkalilarda % 63-67 ve 6 benzen halkali
PAH’larda % 50-70 arasinda bulunmustur. 30
mg/L rhamnolipid ilaveli ikinci reaktdrde ben-
zen halka sayisina gore sirasi ile giderim verim-
leri % 48-76, % 40-49, % 48-54 ve % 43-69
olarak bulunmustur. 50 mg/L rhamnolipid ila-
veli reaktorde % 43-70, % 37-65, % 44-47 ve

% 31-68 150 mg/L rhamnolipid ilaveli reaktor-
de % 48-80, % 33-63, % 19-66 ve % 51-58
gerceklesmis olup kontrol reaktérdeki PAH gi-
derim degisimleri % 3662, % 34-44, % 25-38
ve % 38-57°dir. Manoli ve Samara (2008)
yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, 16 adet
PAH’larin konvansiyonel aktif camur sistemde
aritilmalart sonucu 2 ve 3 benzen halkali
PAH’larin (ACT , FLN, PHE ve ANT) evsel
atiksu aritma tesisi 6n aritim tinitelerinde % 28-
67 arasinda giderildigini rapor etmislerdir.
Fakat aktif camur sistemi igerisinde ise 4, 5 ve 6
benzen halkali poliaromatik hidrokarbonlarin
giderim ytizdelerinin diisiik oldugu belirtilmistir
(% 15-25). Yiiksek molekiil agirlgr olan
PAH’larin par¢alan-masinin oldukga zor oldugu
anlagilmaktadir.

Tartisma

Molekiil agirligi ve halka sayist arttik¢a ¢ozii-
niirliigli disen PAH’larin giderimleri de azal-
maktadir. Biyosiirfaktan ilavesi ile PAH ¢6zii-
niirliigiinii arttirmak i¢in rhamnolipidin kulla-
nilmasi ile PAH’larin ayrisabilirligi artmaktadir.
15 mg/L rhamnolipid igeren reaktérde kontrol
reaktoriine kiyasla 3 benzen halkalilarda ortala
ma % 7-32, 4 halkali PAH’larda % 3-30.5 hal-
kalilarda % 4-29 ve 6 halkali PAH’larda ise %
5-23 daha iyi verim elde edilmistir. Fakat halka
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Poliaromatik hidrokarbonlarin aerobik gideriminde biyosiirfaktanin etkisi

Poliaromatik Hidrokarbonlarin Test ve Kontrol Reaktorlerinde Giderim Yiizdeleri
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Sekil 7. 15 adet PAH 'tn ¢calisma stiresince elde edilen giderim verimleri

sayis1 ve rthamnolipid doz miktar1 attik¢a bu ar-
tislarin azaldig1 goriilmektedir. En yliksek PAH
giderimlerine 15 mg/L rhamnolipid igeren reak-
torde ulasilmistir. En diisik PAH giderim ve-
rimlerine rhamnolipid igermeyen kontrol reakto-
rlinde rastlanmigtir. Burada aritma veriminin
artisini ilave edilen rhamnolipid etkisinin kay-
naklandig1 belirlenmistir. Bu artis ACT, FLN,
PHE (% 70-94) gibi diisiik sayida benzen hal-
kas1 iceren PAH’larin gideriminde yiiksek arit-
ma verimi elde edilmesine yardimei olmustur.
Molekiiler agirliklar1 ve halka saysinin az olma-
st ile beraber sudaki c¢oziiniirlikklerinin diger
poliaromatik hidrokarbonlara gore yliksek oldu-
gu ve rhamnolipid tarafindan ayrisabilmelerine
olanak saglandig1 belirtilebilir. Bu baglarin ko-
parilmasi ile elde edilen karbonun bakteriyel
hiicrenin biiyiimesi ve enerji kaynagi i¢in kulla-
nildigmi belirtilmistir (Thiem vd., 1995). 15
mg/L optimum biyosiirfaktan konsantrasyonu
disindaki dozlarda PAH aritma veriminde artis
olmamigtir. Molekiil agirligt yiiksek olan
PAH’larda giderim verimi azalmistir. Bu du-
rum, PAH’in alimmin ve bakteri hiicresine
tasinimina atiksu ortami igerisindeki optimum
biosiirfaktan dozu ile sinirli oldugunu goster-
mektedir.
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Sonuglar

Bu calismada bir petrokimya endiistrisine ait
atiksu aritma tesisi havalandirma havuzu giri-
sinden alman &rneklerin KOI ve PAH cinsinden
karakterizasyonu yapilmstir. Laboratuvarda kuru-
lan 15 mg/L rhamnolipid iceren SKTR'de petro-
kimya endiistrisi atiksularinin aerobik aritilabilir-
ligi ile yapilan ¢caligmada 30 giinliik isletme siire-
si sonunda maksimum KOI giderme verimi %
78 olmustur. Kalici, zor ayrisabilen PAH’lardan
ACT, FLN, PHE, ANT, CRB; % 94-83-77-75-
68, molekiiler agirliklar1 daha biiyiik olan 4, 5
ve 6 benzen halkali olanlar (FL, PY, BaA, CHR,
BbF, BkF, BaP, IcdP, DahA ve BghiP) % 65-
74-65-73-65-63-67-70-60-50 artma verimi ile
giderilmistir. Maksimum KOI ve PAH giderimi
icin optimum rhamnolipid dozu 15 mg/L olarak
belirlenmistir.

Cevre ve Orman Bakanligimin 26/11/2005 tarihli
ve 26005 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan
“Tehlikeli maddelerin su ve c¢evresinde neden
oldugu  kirliligin  kontroli  yodnetmeligi
(76/464/AB)’nin Ek-2’de yer alan poliaromatik
hidrokarbon bilesiklerinden ANT ve BaP, BbF,
BghiP, BkF, FLN, In123cdP ve NaP bulunmak-
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ta fakat desarj standartlar1 i¢cin herhangi bir alici
ortam konsantrasyon degeri bulunmamaktadir.
Tablo1’de belirtilen BaA, CHR, BbF, BkF, BaP,
DahA, BghiP ve Inl123cdP’nin kanser yapma
riskleri  bulunmaktadir. 15 mg/L  dozda
rhamnolipid biosiirfaktani ilave edilmis konvan-
siyonel aerobik siirekli tam karisimli tank
(SKTR) reaktorde sirasi ile % 65-73-65—63—
67-70-60 ve 50 oranlarinda aritilmaktadir. Bu
nedenle belirtilen yonetmelik ¢ergevesinde pet-
rokimya endiistrisi ve diger endiistriler igin
PAH’lan i¢ine alan desarj limitlerinin en kisa
zamanda belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica bu
PAH’lara ait toksisite testleri ile iligkilendiril-
mesi uygun olacaktir.
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Amoksisilinin anaerobik aritilabilirligi

Hakan CELEBI’, Delya SPONZA
DEU Miihendislik Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Boliimii, 35160, Buca, Izmir

Ozet

Kanalizasyon, ubbi atiklar, ila¢ endiistrisi, gida tiretimi, ¢iftlik hayvanlarimn iiretimi gibi faaliyetler an-
tibiyotiklerin kaynaklarin olusturmaktadir. Antibiyotiklerden [-Laktam grubu olanlar insan saghginda
ve veterinerlikte ¢ok genis bir kullamm araligina sahiptir. Ozellikle Amoksisilin genis spektrumlu bir
etkive sahiptir. Genellikle c¢iftlik hayvanlarmin gelisimi ve saghgi icin (Helicobacter pylori ile
Actinobacillus pleuropneumoniae’nin oldiiriilmesi) veterinerlikte ve ozellikle insan saglhginda kullanil-
maktadwr. Antibiyotiklerin anaerobik kosullarda aritilabilirligi ile yapilmis ¢cok az sayida ¢alisma bu-
lunmaktadur. Antibiyotiklerin BOIs/KOI oranlar: diisiik oldugundan bu oranin Anaerobik Cok Kademeli
Yatak Reaktor (ACKYR) kullanarak yiiksek degerlere ¢ikariimas diistiniilmektedir. Genelde antibiyotik
iceren atik sularin inert KOI oranlari ve zor ayrisan organik madde diizeyleri yiiksektir. Bu nedenle zor
ayrisan organik maddenin anaerobik kosullarda aklimasyon ile mikroorganizmalar tarafindan alinma-
smi saglamak onemlidir. Bu c¢alismada serum gigelerinde anaerobik graniil ¢amur kullanilarak
Amoksisilin i¢in ICsy degeri 195 mg/L bulunmugstur. Anaerobik kesikli ¢alismalarda Amoksisilin kon-
santrasyonu 5 mg/L’den 350 mg/L’ye arttirildiginda SMA'mn 1.2 gCH~KOI/gUAKM.giin’den 0.18
gCH ~KOI/gUAKM.giin e diistiigii gozlenmistir. Aklimasyon safhast olmadan isletme periyodunun 9 ve
10. giiniinde KOI giderim veriminin % 70’e ¢iktigi ve sabit kaldigi, metan iiretiminin 9000 ml, metan
yiizdesinin de % 50 oldugu gozlenmistir. TUYA miktarlarimin 1.Hazneden 3.Hazneye gegiste azaldigi ve
TUYA konsantrasyonlarimin 500 mg/L’den 120—140 mg/L ve diistiigii gozlenmigtir. 1.Haznede pH in
6.98 oldugu c¢ikista ise pH degerlerinin arttigi (7.55) gozlenmistir. HCO; alkalinitesinin 569-874 mg/L
arasinda oldugu ve TUYA/ HCO;3 orammin 0.15-0.38 arasinda oldugu gozlenmigstir. Amoksisilin kon-
santrasyonu reaktor isletilmesinin 9 ve 19. giinlerinde 150 mg/L’den 70 mg/L ye diistiigii yani % 53
oranlarinda arttma verimi ile giderildigi gozlenmistir. Amoksisilin iceren atiksuyun BOIs/KOI oraminin
anaerobik aritma sonrasi 0.05 'ten 0.25 e yiikseldigi gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anaerobik cok kademeli yatak reaktor, amoksisilin, anaerobik aritim, KOI
TUYA/HCO:;.

“Yazismalarin yapilacagi yazar Hakan CELEBI. hakan.celebi@deu.edu.tr; Tel: (232) 412 70 91.

Bu makale, 11-13 Haziran 2008 tarihleri arasinda Istanbul’da diizenlenen 11. Endiistriyel Kirlenme Kontrolii Sempozyu-
munda sunulan bildirilen arasindan, ITU Su Kirlenmesi Kontrolii Dergisi’nde basilmak iizere segilmistir. Makale ile ilgili
tartigmalar 21.08.2009 tarihine kadar dergiye gonderilmelidir.
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Anaerobic treatment of amoxycillin

Extended abstract

The pharmaceutical wastewaters contain a variety
of organic and inorganic constituents including
spent solvents, catalysts, additives, reactants and
small amounts of intermediates and products, and
may therefore be high in chemical oxygen demand
(COD) It is estimated that approximately half of
the pharmaceutical wastewaters produced world-
wide are discarded without specific treatment. Re-
cently there are specific studies reporting the ap-
plication of anaerobic technology for the treat-
ment of drug pharmaceutical wastewaters. How-
ever, the high COD concentration in such phar-
maceutical wastewaters makes them potential
candidates for anaerobic technology. The an-
aerobic process is very much favorable for toxic
wastewater, where aerobic oxidation of organic
matter would result in high-energy consumption
and production of huge quantities of sludge. The
most important merits of anaerobic treatment are
the ability to treat toxic wastes, low energy input,
low sludge yield, low nutrient requirement, low
operating cost, low space requirement and net
benefit of energy generation in the form of biogas.
Modern anaerobic processes used for high rate
reactors such as the UASB have been applied to
the treatment of a wide variety of industrial
wastewaters, increased disinfection of pathogenic
organisms and eliminating the need of cooling for
effluent of high temperature. The occurrences of
several kinds of antibiotics like macrolides have
been reported in many environmental samples
such as municipal wastewater, surface water,
groundwater, sludge and sediments. Antibiotics
are often not metabolised completely in the human
body after administration and are consequently
excreted into the sewage system, which becomes
the main route of emission of these compounds.
The activities such as sewage, medical wastes,
medicine production, food production and live-
stock production have created the sources of anti-
biotics. p-Lactam groups of antibiotics have a
wide area of usage in human healthy and veteri-
nary medicine and they have inhibitory effects on
bacteria in the biological treatment systems. One
of the most frequently used antibiotics in the
world is amoxicillin. The effect of amoxicillin in
human excrement on the biodegradation process
of feces has been reported and it was found that

42

although the concentration of amoxicillin in toilet
matrix declined quickly, it seemed to be basically
difficult to treat antibiotics in a bioreactor due to
their inhibitory effect on bacteria. Since the delay-
ing effect on the feces decomposition process was
strong. Specially, Amoxycillin is a broad spectrum
antibiotic. Generally, it is used for growing of
livestock and their health (for Helicobacter pylori
and Actinobacillus pleuropneumoniae to be killed)
in veterinary and human healthy. Since the
wastewater containing antibiotics have low BODs/
COD ratios, it is thought that this ratio could be
increased by using anaerobic multi-chamber bed
reactor (AMCBR). Since the wastewater contain-
ing antibiotics have high inert COD ratios and
recalcitrant organic matters, it is important to
remove the slowly organic matters via acclimation
of anaerobic microorganisms under anaerobic
conditions in an AMCBR reactor system. In this
study, the ICsy value for Amoxycillin is ascer-
tained as 195 mg/L by using anaerobic granular
sludge in anaerobic batch reactors. When Amoxy-
cillin concentration is increased from 5 mg/L to
350 mg/L in batch operation, it is observed that
SMA decreased from 1.2 gCH,COD/gVSS.day to
0.18 gCH,COD/gVSS.day. In ninth and tenth
days of the operation period, without acclimation
step, it is observed that COD removal efficiency
reached to 70% the daily methane production was
9000 ml, while the percent of methane gas pro-
duced was 50% of the total gas It is observed that
total volatile fatty acid (TVFA) concentrations de-
creased from the third chamber of the AMCBR to
the first chamber of the AMCBR. The TVFA con-
centrations decreased from 500 mg/L to 120-140
mg/L in the third chamber of the anaerobic reac-
tor. It was showed that the HCOj; alkalinity ranged
569-874 mg/L and TVFA/ HCOj; ratios ranged
between 0.15 and 0.38. The amoxycillin concen-
trations decreased from 150 mg/L to 70 mg/L, af-
ter one weak of operation period without acclima-
tion. The Amoxycillin removal efficiency was re-
corded as 53% after 9 and 19 days of operation
period. Also, it is observed that The BODs/COD ra-
tio of wastewater containing Amoxycillin antibiotic
increased from 0.05 to 0.25 after 10-20 days of an-
aerobic treatment in AMCBR reactor system.

Keywords: Anaerobic multi-chamber bed reactor,
amoxycillin, anaerobic treatment, COD, BODs/COD
ratio, TVFA/HCO:;.



Amoksisilinin anaerobik aritilabilirligi

Giris

Antibiyotikler, etkilerine ve kimyasal yapilarina
gore P-Laktamlar, Tetrasiklinler, Makrolidler,
Aminoglikozidler, Quinolonlar, Linkosamidler,
Oksazolidler olarak siniflandirilirlar (Demirden,
2005). B-Laktam antibiyotikler genis spektrumlu
olup, gram pozitif ve negatif organizmalardan
kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavisinde yogun
bir sekilde kullanilmaktadir (Sekil 1) (Baeere
vd., 2005; Cass vd., 2003).
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Sekil 1. Amoksisilinin kimyasal yapisi

Antibiyotikler biyolojik parcalanmaya dayanikli
olmalar1 nedeniyle degisik ortamlarda birikirler.
Yiiksek organik yilike sahip olan antibiyotik
atiksularinin bu nedenle c¢evreye bosaltilmadan
once kesinlikle aritilmasi gerekmektedir. Ilag
endiistrisinin anaerobik kosullarda aritilabilirligi
ile yapilmis ¢ok az sayida ¢alisma yer almakta-
dir (Arikan vd., 2006; Kim vd., 2007; Lallai vd.,
2002; Nandy vd., 2001).

Anaerobik ¢ok kademeli yatak reaktorler ile il-
gili literatiir aragtirmalarinda pek fazla ¢aligsma-
ya rastlanmamistir. Ozellikle asidik petrokimya
endiistrisi atiksularinin aritimi i¢in bu tip reaktor
tercih edilmistir (Patel ve Madamvar, 2001).
Anaerobik aritmada sistemde ilk asamada olu-
san organik asitlerin parcalanip metan ve kar-
bondioksite doniismesi gerekmektedir, Hazne-
1’de hidroliz ve asitlesme diger haznelerde ise
metanlagma metanojenler tarafindan gerceklesti-
rilmektedir. Ayn1 zamanda antibiyotiklerin ana-
erobik aritilabilirligi ile ilgili ¢aligmalarda ¢ok
kademeli anaerobik yatak reaktor ile ilgili bir
calismaya da rastlanmamistir. Bu tip reaktorde

43

uygun sartlar altinda oldukga yiiksek yiikleme
oranlar1 uygulanabilmektedir.

Bu calismada veterinerlikte ve insan tedavisinde
yogun bir sekilde kullanilan B-Laktam grubu
antibiyotiklerden biri olan Amoksisilinin anae-
robik ¢ok kademeli yatak reaktdorde anaerobik
aritilabilirligi incelenmistir. Bu calismada bir
aklimasyon siiresi (start-up) olmadan 150 mg/L
Amoksisilin antibiyotiginin anaerobik reaktor
verim ozelliklerine (KOI giderimi, toplam ve
metan gaz iiretimleri, spesifik metanojenik akti-
vite degerleri, HCO; alkalinitesi ile TUY A kon-
santrasyonlariin degigsimleri) incelenmistir.

Materyal ve yontem

Anaerobik ¢ok kademeli yatak reaktor ve deney
diizenegi- 150 mg/L Amoksisilin, 3500 mg/L
KOI’yi veren melas, Vanderbilt mineral ortamu,
NaHCO; ve 0.5 mg/L Sodyum tiyoglukolat ice-
ren sentetik atiksu ile reaktdr 10 giin boyunca
isletilmistir. 150 mg/L Amoksilin’in KOI esdege-
ri 100 mg/L oldugundan giris atiksuyunun toplam
KOI konsantrasyonu 3500 mg/L civarinda olmus-
tur. Anaerobik ¢ok kademeli yatak reaktor igin

isletme kosullar1 Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Anaerobik ¢ok kademeli yatak reaktor
icin isletme kosullar

Isletme Parametre- Birim ACKYR
leri

HRT Giin 1.15
Debi L/giin 4.00
Org.Yiik. Hiz1 (OLR)  g.KOI/L.giin 2.70
Amoksisilin Kons. mg/L 150
F/M Oran1 2.KOl/g. UAKM.giin 0.046
Sicaklik °C 37+1
Giris KOI mg/L 3500

Asidojenik ve metanojenik mikroorganizmalarin
dengeli biiyiimesi ve faz ayrimi i¢in iki farkh
tiirde destek materyali haznelerde kullanilmistir.
Hazne-1’de 300 g. pomza tasi, Hazne-2’de 315
gram olacak sekilde pomza tasi+komiirlesmis
kemik ve Hazne-3’te ise 330 gram komiirlesmis
kemik sisteme yerlestirilmistir. ACKYR reakto-
rl beslemek i¢in reaktoriin % 20’sini dolduracak
kadar, Izmir Pakmaya isletmesinden asidojenik
ve metanojenik nitelikte kismi graniillesmis
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anaerobik ¢amur alinmistir. Calismada kullani-
lan reaktor sistemin Sekil 2°de verilmistir. Re-
aktoriin tiim hacmi 4.5 L olup haznelerin ha-
cimleri 1.5 L’dir. Sentetik atiksu 150 mg/L
Amoksisilin, melas, Vanderbilt mineral ortamu,
5000 mg/L NaHCO; ve 0.5 mg/L Sodyum
tiyoglukat igermektedir.

Analitik yontemler

Gaz olciimleri

Gaz iiretimleri stvilarin yer degistirmesi yonte-
mi ile Olgiilmiistiir. Toplam gaz % 2 (v/v)
H,S04 ve % 10 (w/v) NaCl iceren sividan geci-
rilerek Olclilmiistiir. Metan gazi; olusan gazin %
3’lik NaOH igeren sividan gecirilmesi ile bu-
lunmugstur (Beydilli vd., 1998; Razo-Flores vd.,
1997). Metan gaz yiizdesi ise; Driager Pac®Ex
methane gaz analiz cihazi ile 6l¢lilmiistiir.

S 25 cm

| ‘ \%’ %

ANAEROBIK COK KADEMELI
YATAK REAKTOR

Anaerobik toksisite ve Spesifik Metanojenik
Aktivite (SMA) deneyleri

3.5 mL anaerobik camur igeren 0.35 mL
Vanderbilt mineral ortamli serum siselerine kar-
bon kaynagi olarak 3500 mg/L KOI’yi verecek
melas, pH i¢cin NaHCOs, ideal ortam kosullari
icin Sodyumtiyoglukat konulmus ve 10-350
mg/L’lik Amoksisilin dozlart ilave edilmistir.
37.5 °C bir giin siireli inkiibasyon sonucu olusan
metan gazinin antibiyotik i¢cermeyen numune-
lerde olusan metan gazina kiyaslanmasi sonucu
% aktivite; (Owen vd., 1979; Donlon vd.,
1995)’e gore hesaplanmis ve ¢izilen grafikten
de ICsp (% 50'sini inhibe eden antibiyotik kon-
santrasyonu) degeri bulunmustur. SMA testi
anaerobik kosullarda ATA testinde oldugu gibi
35 °C’de yapilmstir. 1 g KOI’nin giderimine 35
°C’de 3.96 mL CHj liretimi esdegerdir (Speece,
1996). Belirtilen formiil ile SMA hesaplanmugtir.
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Sekil 2. Anaerobik ¢ok kademeli yatak reaktor
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SMA= g CH;KOI/V¥*UAKM

SMA: g CH, KOI/g-UAKM.giin

V:numune hacmi (75 mL)

UAKM: biyokiitle konsantrasyonu: g UAKM/L

KOI ve BOI; élciimii

WTW Oxi Top IS 12 sistem kullamlarak BOI;s 61-
¢iilmiistiir. KOI ise kapali reflux kolorimetrik y&n-
temi ile hesaplanmistir (APHA-AWWA, 1992).

UAKM ile TUYA ve HCOj; alkalinitesi
ol¢iimleri

APHA-AWWA (1992)’ye gore UAKM miktari
hesaplanmistir. Anderson ve Yang (1992), tara-
findan titrimetrik metot kullanilarak UYA ve
HCO; alkalinitesi ol¢iilmiistiir. Ilk olarak nu-
munenin pH degeri belirlenip 5.1 ve 3.5 pH se-
viyelerine ulasincaya kadar titrasyon yapilir ve
sonugclar bilgisayar programi ile hesaplanir.

pH ve sicaklik olciimleri
WWT pH 330 tipi pH metre ile sistemdeki pH
ve sicaklik degerleri 6l¢tilmiistiir.

Amoksisilin ol¢timii

Agilent-1100 Series marka HPLC kullanilarak
Amoksisilinin analizleri; Cg ters kolon, (150
mm X 4.5 mm, Sum) kullanilarak yapilmistir.
Mobil Faz (75:25/25:75) (v/v) metanol/su+
fosfattan olusmus olup, akis hizi 1 mL/dakika
ve enjeksiyon hacmi 12 pL’dir. 287 nm’de UV
dedektor kullanilarak yapilmistir (Hsu vd.,
1992).

Sonuclar

ATA ve SMA testi sonuclan

Sekil 3’te Amoksisilinin artan derigimleri ile %
aktivite azalma degerleri arasindaki grafik ve-
rilmektedir. Sekil 3’ten Amoksisilin igin
IC50=195 mg/L oldugu goriilmektedir. ICsy dege-
rinin ylksek olmasi anaerobik ¢amurun antibi-
yotigin toksisitesine daha direngli oldugunu gos-
termektedir.

Gartiser ve digerleri (2007) tarafindan yapilan
inhibisyon testleri sonucunda Amoksisilin ile
ilgili etkin bakterilerin % 10’unu, % 20’sini ve
% 50’sini etkileyen etkin antibiyotik dozlari
ECp=12.3 mg/L, EC»=95.9 mg/L ve EC5;=2721
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Sekil 3. ATA testi (ICsp = 195 mg/L)
mg/L  olarak  saptanmustir.  Symechococcus

leopoliensis ve Selenastrum capricornutum kiil-
tiirlerinin biiylimesini engelleyici bir ¢alismada
Lindberg ve digerleri (2007), 96 saatte
siyanobakteri ve alg tiirlerinin % 50’sini etkile-
yen Amoksisilin ve Eritromisin ECsy degerinin
0.78 pg/L ve 10.3 pg/L oldugunu bulmuslardir.
Lalumera ve digerleri (2004), su kiiltiirlerinde
antibiyotiklerin etkileri iizerine yaptiklar1 ¢alig-
mada Amoksisilin, Okisitetrasiklin, Flumeguin
ve Tiyamfenicol gibi 6nemli antibiyotik grupla-
rinin ECsy degerlerini 121-139 mg/L olarak bul-
muslardir. Bu ¢aligmada kullanilan kismi gra-
niillesmis ¢camur i¢in Amoksisilinin ICsy degeri-
nin yukarida verilen ¢alismalarda saptanan de-
gerlerden ¢ok daha yliksek oldugunu gostermis-
tir. Bu durum bu ¢alismada as1 olarak kullanilan
kismi graniillesmis ¢camurun Amoksisiline di-
rengli oldugunu gostermektedir.

SMA testi, anaerobik ¢amurun metanojenik ak-
tivitesinin bir gostergesidir. Sekil 4’te SMA de-
geri Amoksisilin i¢in 0.12-1.05 g CH4-KOl/g-
UAKM.giin araliginda olup antibiyotik konsant-
rasyonu arttik¢a azalmaktadir. Anaerobik camu-
run metan kapasitesini 6lgmek i¢in kullanilan
SMA testi, reaktoriin isletme donemlerinde sis-
temde tutulmasi gereken UAKM’nin belirlen-
mesini ve sisteme uygulanabilecek optimum or-
ganik yiiklemenin ve aritilacak antibiyotik doz-
larmin hesaplanmasini saglayarak, sistemlerin
isletmeye alma siirecini kisaltmaktadir. Yapilan
SMA analizleri daha sonraki ¢alismalarda anae-
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robik reaktorlerde aritilacak antibiyotik konsant-
rasyonunu da tayin etmeye yarar.
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Sekil 4. Amoksisilinin SMA degisimleri

Literatiirde yapilan ¢alismalarda dogrudan
Amoksisilin antibiyotiginin anaerobik aritilmasi
ile ilgili ¢alismalardan SMA degerini igeren bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle bazi an-
tibiyotikleri iceren atiksulardaki SMA degerleri
derlenmistir. Oktem ve digerleri (2007) ilag sa-
nayi atiksularinin aritimi igin alternatif hibrid
yukart akish yatak reaktor kullanmiglar ve anti-
biyotik igeren ilag sanayi atiksularinin SMA de-
gerini 0.5 gCH4-KOI/gUAKM.giin olarak sap-
tamslardir. Ayrica 8 kg COD/m’.giin’liikk orga-
nik yiiklemede KOI giderim verimini % 72 ola-
rak bulmuslardir. Yukar akish yatak reaktorde
antibiyotik artimi1 ile ilgili bir calismada
Wollenberger ve digerleri (2000) oksitetra-
siklin icin SMA degerini 0.425 g CHs-
KOI/gUAKM.giin olarak bulmuslardir.

Aritilabilirlik calismalar:

ACKYR’nin anaerobik kosullarda beslemesi ve
bakteri populasyonun dengelenmesi i¢in adap-
tasyon siireci ¢ok onemli olmaktadir. Bu neden-
le sistemin kararli hal kosullarina gelmesi igin
belli bir siiregte igletilmesi gerekmektedir (anae-
robik kararli hal kosullar yaklasik 15 giinliik bir
periyotta cikis suyu KOI giderimi ile olusan ga-
zin metan ylizdesinde % 10’luk bir degisiklik
olmalidir). Ancak bu ¢alismada aklimasyon saf-
hast olmadan dogrudan 150 mg/L. Amoksisilin
antibiyotigi ile beraber reaktor beslenerek anae-
robik ACKYR reaktoriin verim &zellikleri ince-
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lenmistir. ATA testinde elde edilen ICsy degeri
(195 mg/L) dikkate alinarak bu degerin altinda
Amoksisilin konsantrasyonu (150 mg/L) secil-
mistir.

ACKYR reaktérde KOI giderimleri

Sekil 5’te ACKYR’nin ilk isletim asamasinda
KOI giderimi ve KOI konsantrasyonundaki de-
gisimler gdsterilmistir. Isletmeye alindiktan son-
ra anaerobik ¢cok kademeli yatak reaktorde 7. ve
10. giinler i¢in KOI giderim verimleri % 70 ola-
rak bulunmustur. Literatiirde Amoksisilinin ana-
erobik arntilabilirligi ile ilgili ¢alismalara pek
rastlanmamustir. Chelliapan ve digerleri (2006);
makrolid antibiyotikleri igeren atiksularin anae-
robik sartlarda organik yiiklemenin 0.43
kg/m’.giin’den 3.73 kg/m’.giin’e ¢ikarilmasinda
KOI giderim veriminin % 70’e diistiigiinii, % 85
KOI giderim verimi igin 4 giinliik alikonma sii-
resinde ideal organik yiliklemenin 1.86 kg/
m’.giin oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 5. ACYR de KOI degisimleri

Mohan ve digerleri (2001) tarafindan yapilan bir
calismada antibiyotik iceren ilag¢ endiistrisi atik
sularinin anaerobik kosullarda organik yiiklemenin
0.25 kg/m’.giin’den 2.5 kg/m’.giin’e ¢ikarilma-
sinin KOI giderim verimini % 60’a diisiirdiigiini,
% 80 KOI giderme verimi i¢in uygun organik
yiikleme degerinin 1.25 kgKOi/m’.giin oldugu
saptanmustir. Oktem ve digerleri (2006) tam ka-
ristmli anaerobik asidojenik reaktérde optimum
isletme kosullarinda antibiyotik igeren atiksu-
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larin alikonma siiresi, pH, organik yiikleme deger-
leri kriter alinarak bir ¢alisma yapmislardir. Ca-
lisma sonucunda pH 5-6.3 organik ylikleme 13
kg KOi/m’ giin ve KOI giderimi maksimum %
44 bulunmustur. Ayrica reaktdrde baskin ugucu
asitlerin asetik, probiyonik ve n-biitrik asitler
oldugunu belirlemislerdir. Buitron ve digerleri
(2002) ardisik kesikli biyofiltrede anaerobik/
aerobik kosullarda 824 saatlik antibiyotik ice-
ren atiksularin aritimu ile ilgili ¢aligmalarinda %
95-97 KOI giderimi elde etmislerdir. Sridhar ve
digerleri (2001) kesikli tip anaerobik reaktorde
ilag sanayi atiksularmin arttimini yapmislardir.
Calisma sonucunda 1.9 kg KOI/m’.giin organik
yiiklemede % 83 ve 5.8 kg /m’ organik yiikle-
mede ise % 45 KOI giderimleri bulunmustur.
Sponza ve digerleri (2006) yaptiklar1 ¢calismada
anaerobik siirekli yukar1 akishh camur yatak re-
aktor ile silirekli tam karigimhi tank reaktor sis-
temde siilfamerazinin aritimin1 gergeklestirmis-
lerdir. Farkli siilfamerazin konsantrasyonunda
% 76, % 97 KOI giderimi 6l¢iilmiistiir. Farkli
isletme kosullarinda antibiyotik igeren atiksular
yukar1 akisli anaerobik filtrede artilmistir.
Oktem ve digerleri (2007) ilag sanayi atiksulari-
nin aritimi i¢in alternatif hibrid yukar1 akish ya-
tak reaktor kullanmiglar ve antibiyotik iceren
ila¢ sanayi atiksularimin 3 kg COD/m’.giin or-
ganik yiikleme ve 2 giinliik alikonma siiresinde
KOI giderim verimleri %96, %91, %85 olarak
bulmuslardir.

ACKYR reaktorde toplam ve metan gazi
iiretimleri

Sekil 6’da ACKYR reaktoriin 10 giinliik ¢alisti-
rilmas1 sonucunda giinlik metan iiretimleri ve
metan yiizdesi verilmistir. 10. giin sonunda me-
tan Uretimi 9000 mL/giin ve metan ylizdesi %
50 olarak bulunmustur.

Amoksisilin derisimi 150 mg/L ve melas esde-
geri KOI konsantrasyonu 3500 mg/L oldugunda
anaerobik camurda kiimiilatif gaz tretimleri ve
metan gazi yiizdesi Sekil 7°de verilmistir. Kii-
milatif giinliik toplam ve metan gazlar1 ile me-
tan ylizdesi ilk giin sirastyla 31680 mL/giin,
4800 mL/gin ve % 18 olarak kaydedilmistir.
Maksimum toplam gaz, metan gaz iiretimleri ve
metan yiizdesi 108000 mL/giin, 10145 mL/giin
ve % 50 olarak belirlenmistir.
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Sekil 6. ACYR de metan gazi degigimleri
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Sekil 7. ACYR 'de toplam, metan tiretimleri ve
metan ylizdesi degisimleri

ACKYR’de TUYA degisimleri

150 mg/L Amoksisilin igeren ACKYR’de 10
giinliik isletme siireci icin TUY A {iretimleri sis-
temdeki her bdlmede gozlenmistir (Sekil 8).
TUY A konsantrasyonlar1 5, 7 ve 10. giinlerde 1.
haznede 300-500 mg/L civarinda olgiilmiistiir.
Cunkii 1. hazne anaerobik aritmada asitlesme
kademesi olarak kullanilmaktadir. ACYR reak-
toriin 3. haznesinde ve ¢ikista TUYA konsant-
rasyon-larinin salinim gosterdigi gozlenmistir.
Ancak KOI’nin % 70’e yaklasan bir verimle ve
olusan gazin metan ylizdesinin yiiksek oldugu 6
ve 10. giinlerde c¢ikis oOrneklerindeki TUYA
konsantrasyonlarinin diistligii gézlenmistir.

TUYA konsantrasyonlar1 Hazne 1’°de 490-500
mg/L Hazne 2 ve 3’te ise 180—400 mg/L arasin-
da 6l¢iilmistiir. Cikista ise 120-170 mg/L civa-
rinda Olgiilmiistiir.
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Sekil 8. ACYR de TUYA degisim miktarlart

ACKYR’de pH, HCOj; alkalinitesi,
TUYA/HCOj; oranlarindaki degisimler
Metanojenlerin verimli aritimi i¢in optimum pH
aralig1 yaklasik olarak 7-8 olmaktadir. Sekil
9°da ACKYR’de uygun isletme zamaninda pH
degisim miktarlar1 verilmistir. Genellikle 1.
haznede pH’1in daha diisiik oldugunu (6.98), ¢1-
kis numunelerinde ise pH’1n daha yiiksek (7.55)
oldugu gozlenmistir. Anaerobik sistemlerde
diger zayif asitlerle, CO, artis1 yeterli HCO;
alkalinitesine bagli olmaktadir. Yiiksek asit
konsantrasyonlarinda (HCOs; ve TUYA) alkali-
nitenin artmasi reaktérde bozunmalara, bazi
mikrobiyal aktivitelerin 6zellikle metanojenlerin
inhibe olmasina yol agmaktadir (Speece, 1996).
Anaerobik ¢ok kademeli yatak reaktoriin ¢iki-
sinda HCOs; alkalinitesi konsantrasyonlari 569—
874 mg/L arasinda hesaplanmistir (Sekil 10).
Bikarbonat alkanitesi konsantrasyonu ilk hazne-
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Sekil 9. ACYR 'de pH degisimleri
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Sekil 10. ACYR de HCOj; alkalinitesi

de diger haznelere gore yiiksek derecededir.
TUYA/HCO; Alkalinitesi oran1 0.8’den diisiik
ise reaktor bir dereceye kadar kararli ya da ka-
rarsiz durumdadir (Behling vd., 1997). Sekil
11°’de TUYA/HCO; oranm1 1. ve 2. haznelerde
0.3-0.5 arasinda olcililmiistiir. 3. haznede ve ¢i-
kista olgiilen 0.15 ve 0.38 degerleri 15181nda
ACKYR’de sistem kararli denilebilir c¢iinkii;
TUYA/HCOs; Alkalinitesi oranlar ¢ikis ve diger
bolmelerde 0.4’ten diisiiktiir (Behling vd., 1997).
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Sekil 11. ACKYR 'de TUYA/HCO:; degisim miktarlar:

Anaerobik cok kademeli yatak reaktorde
Amoksisilin giderimleri

Ik 7-8 giinliik isletme siirecinden sonra sisteme
yapilan antibiyotik dozlamast 150 mg/L
Amoksisilin konsantrasyonu olacak sekilde ya-
pilmistir. Amoksisilin giinliik anaerobik igletme
sonunda 150 mg/L’den 70 mg/L’ye diiserek %
65 oraninda giderilmistir (Sekil 12). Kim ve diger-
leri (2002) yaptiklar1 calismada fosfat ve sod-
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yum azid i¢eren bir ortamda anaerobik kosullar-
da Amoksisilin antibiyotiginin 2 giin i¢inde 140
mg/L’den 43 mg/L’ye diiserek % 52 oraninda
azaldigin1 goézlemislerdir. S6z konusu c¢alismada
farkli besiyeri bilesimleri kullanilmasina rag-

men mevcut calismamiz ile ayni oranda
Amoksisilin giderimi vermektedir.

(3 1g0 h
é 160

‘5 140 |

§ 120 |

g 100

E 80

g 60 -

.3 4() -

CR

E 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T

é 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Giinler
—@— amoksisilin (mg/L)
N | )

Sekil 12. ACYR’ de Amoksisilin giderimi

150 mg/LL Amoksisilin i¢eren atik suyun baslan-
gi¢ ve 20 giinliik anaerobik aritma sonrasi ayri-
sabilirlikleri incelenmistir. Buna goére Amok-
sisilin iceren anaerobik reaktoriin baslangig
BOIs/KOI oran1 0.05 olup (zor ayrisabilir) 20
giin sonunda 0.25’e (kolay ayrigabilir)(veriler
verilmemistir) ulasmistir. Uzun isletme siirele-
rinde siirekli anaerobik reaktorlerde biyolojik
ayrisabilirligin daha da artacagi diistiniilmektedir.

Tartisma

Beta laktam gurubu bir antibiyotik olan
Amoksisilinin BOIs/KOI oranlar diisiik oldu-
gundan, 10-20 giinliik aklimasyonsuz olarak
ACKYR reaktorde artilarak biyolojik ayrisabi-
lirligi arttirllmisgtir. Amoksisilin igeren anaero-
bik reaktérde BOIs/KOI orani 0.05’den 0.25%¢
cikarilmistir. Bu ¢alismada Amoksisilinin ICs
degeri 195 mg/L olmasina ragmen ACKYR re-
aktore kararli hal kosullarina ulagsmadan dogru-
dan ilave edilen 150 mg/L Amoksisilin 20 giin-
lik isletme sonunda % 65 aritma verimi ile gi-
derilmistir. Melas—KOI’si ve 150 mg/L Amok-
sisilin igeren atik suyun 10 giin sonunda KOI
giderimi % 70, toplam gazin metan yiizdesi %
50 olmustur. Kisa siirede elde edilen yiiksek
KOI, antibiyotik giderimleri ile yiiksek metan
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igerigine sahip biogaz olusumu ACKYR “lin {i¢
kademeli 3 ayr1 hazneden olugmasi ve kismi
graniillesmis ¢camurun as1 olarak kullanilmasi ile
aciklanabilir. ACKYR’ de 1. haznenin asido-
jenik olarak ¢alismas1 KOI’nin kolaylikla hidro-
lizine ve asitlesmesine neden olmaktadir. Kolay
ayrisan KOI ile birlikte Amoksisilin de besin
kaynagi olarak alinmakta ve son haznede me-
tanlagma olmaktadir. Boylelikle anaerobik arit-
manin farkli kademelerde olmasi ile asit ve me-
tan bakterilerinin aktivitelerinde olumsuz etkile-
rin olmadig1 sonucuna varilabilir.

Amoksisilin dozlar1 10 mg/L’den 350 mg/L’ye
dogru kademeli artmasina ragmen SMA deger-
lerinin  Amoksisilin i¢in 1.05 gCH4—KOi/
gUAKM.giin degerinden 0.12 gCH4-KOI/
gUAKM.giin degerine distiigii gozlenmistir.
Yani doz kademeli olarak 20, 30 kez artmasina
ragmen SMA degeri 1/3 oraninda azalmistir. Bu
durum da ayrica Amoksisilinin kesikli beslemeli
diizende anaerobik aritilabilirligini gostermek-
tedir. ACYR’de UYA/HCO; alkalinitesi oranla-
rinin ¢ikis ve diger bolmelerde 0.4’den diisiik
olmas1 sistemin kararli oldugunu gostermekte-
dir. Bu ¢alismanin sonucunda anaecrobik kade-
meli ACKYR reaktoriin B-Laktam grubu antibi-
yotiklerin yliksek verimle aritilmasinda kullani-
labilecegi gézlenmistir.

Tesekkiir
106 Y 306 numarali proje ile bu arastirmayi
kismen destekleyen TUBITAK a tesekkiir ederiz.
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Ozet

Antibiyotikler insan ve hayvan hastaliklarimin tedavisinde ve hayvanlarda biiyiimeyi destekleyici
olarak yaygin bir sekilde kullanmilirlar. Organizmaya uygulanan antibiyotiklerin %90°a varan oran-
lart metabolize olmadan viicuttan atilirlar. Bu nedenle, ¢evredeki antibiyotik kirliliginin ana kayna-
gint teskil eden insan ve hayvan diskisi yiiksek miktarda antibiyotik icerebilir. Yapilan ¢esitli ¢alis-
malarla antibiyotiklerin ¢evrenin ¢esitli kompartimanlarinin yanisira hayvan digkisi ve evsel atiksu
aritma ¢amurunda bulundugu tespit edilmistir. Antibiyotikler, fiziksel ve kimyasal ézelliklerine bag-
l1 olarak topraga, sedimentlere, ve yeralti sularina ulasabilmektedirler. Sularda bulunan diisiik
derigimlerindeki antibiyotiklerin gideriminde konvansiyonel aritma yontemlerinin yetersiz kaldig
bilinmektedir. Bu maddelerin yiiksek konsantrasyonlarinin ¢evrede bulunmasi, mikroorganizmalar
tizerinde toksik etkiye neden olarak ekolojik dengenin bozulmasina, diisiik konsantrasyonlari ise pa-
tojen ve patojen olmayan bakterilerin antibiyotik direnci kazanmasina neden olabildiginden antibi-
yotik kirliliginin kontroliinde alternatif aritim metotlar: gerekmektedir. Bu ¢alismada, sulu ¢ozeltide
bulunan bir tetrasiklin (TC) grubu antibiyotigin fotokatalitik ve ozon oksidasyon prosesleri ile ari-
timi incelenmistir. 0.1 mM antibiyotik, ozon oksidasyonu ile birkag¢ dakikada tamamen giderilirken,
ayni sonucun fotokatalitik oksidasyon prosesi ile elde edilmesi i¢in 60 dakikalik bir siire gerekmis-
tir. Her iki oksidasyon prosesinde pH 7 degerinde daha yiiksek antibiyotik oksidasyonu elde edil-
mistir. Su bilesenlerinin antibiyotik aritim verimi etkilerini incelemek amacuyla fotokatalitik ve ozon
oksidasyon prosesleri Ca’, HCO5;, NO5, PO/, SO/, CI iyonlari, ve hiimik asidin, varliginda
ger¢eklestirilmistir. Bu ¢alismada segilen katyon ve anyonlarin fotokatalitik ve ozon oksidasyon ve-
rimlerini diigiirdiikleri saptanmistir. Antibiyotigin fotokatalitik oksidasyon hizi, su bileseni olarak
¢ozeltiye eklenen anyonlarin hidroksil radikali tutma reaksiyon hiz sabitlerine bagl olarak azalmas,
ancak ozon oksidasyon prosesinde bu iliski gézlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, fotokatalitik oksidasyon, ozon oksidasyon, oksitetrasiklin, titanyum dioksit.
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Effects of water components on the
advanced oxidation of a veterinary
antibiotic, oxytetracycline

Extended abstract

Antibiotics are an important group of pharmaceuti-
cals in today's medicine. They are used for the treat-
ment of human and animal infections and they are
used as growth promoter in animal feeding opera-
tions. Human and veterinary antibiotics are continu-
ally being released into the environment mainly as a
result of manufacturing processes, disposal of unused
or expired products, and excreta. Veterinary drugs
may enter into the environment more directly than
does human drugs. The existence of antibiotics in the
environment and their possible effects on living or-
ganisms are giving rise to growing concern. Depend-
ing upon their physical and chemical properties,
many of antibiotic substances or their bioactive me-
tabolites end up in soils and sediments. Surface runoff
and leaching cause the transport of the antibiotics
from soil to surface and groundwater. In addition,
effluent of sewage treatment plant can constitute a
source for antibiotic pollution in the surface water.
Bacterial resistance is a significant problem related
with the presence of antibiotics in the environment.
These compounds have also an important exerting
toxic effect to aquatic organisms even in the ug L'—
mg L™ concentration range that change the ecologi-
cal balance negatively.

Conventional treatment processes are unable to
eliminate pharmaceuticals in water and wastewater,
thus it is necessary to investigate advanced treatment
technologies for antibiotic pollution control. Different
advanced treatment technologies have been recently
evaluated for this purpose, including chemical oxida-
tion using ozone and ozone/hydrogen peroxide, mem-
brane filtration such as nano-filtration and reverse
osmosis, and activated carbon adsorption. Among
these ozone oxidation and heterogenous photocataly-
sis can be a promising process for degradation of
pharmaceuticals. However, in these studies the effects
of water components on the oxidation of antibiotics
were not investigated.

The tetracyclines (TCs) are broad-spectrum antibac-
terials widely used in human and animal medicine.
Tetracycline, oxytetracycline (OTC), and chlortetra-
cyclines (CTC) are widely used in animal feeds to
maintain health and improve growth efficiency in
many countries. These chemicals are characterized
by a partially conjugated four-ring structure with a
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carboxyamide functional group. The molecule of tet-
racycline has several ionizable functional groups of a
rather unusual type, and the charge of the molecule
depends on the solution pH.

The present investigation was aimed to study the
treatment of water synthetically contaminated with a
tetracycline group antibiotic by TiO, mediated photo-
catalytic oxidation and ozone oxidation. While the
effects of initial antibiotic concentration, pH, and
H,0; concentration on the performance of photocata-
Iytic degradation were investigated in ozone oxida-
tion experiments, the effects of pH and applied ozone
dose on the degradation of antibiotic were studied.
The antibiotic treatment performances of both oxida-
tion processes were also investigated in the presence
of Ca’*, HCOs, NOs, PO/, SO/, CI ions, and hu-
mic acid to observe the effect of water components on
the degradation of antibiotic. All investigated anions
decreased the photocatalytic degradation rate of OTC
depending on the reaction rate constants of them with
the hydroxyl radicals.

The effect of initial OTC concentration in the photo-
catalytic process was analyzed using the linear form
of the Langmuir—Hinshelwood (L-H) model and k and
K values calculated from the slope of straight line and
from the intercept with the 1/ry axis as 6.99x10° M
min” (3.47 mg/L min”) and 1.613x10" M (0.032
mg” L), respectively.

In the ozonation process, degradation rate of OTC
was increased by increasing the applied ozone dose.
The pseudo first-order degradation rate constant of
OTC was 1.67 min™ with an applied ozone dose of
606 mg L™ h'and it was increased to 4.18 min™ by
raising the ozone dose to 1,086 mg L h'! However,
further increase in the applied ozone dose led to
only a slight enhancement in the OTC degradation
rate. The results of the experiments performed at
three different pH values (pH 4, 7 and 9) showed
that the highest degradation rate of OTC was ob-
tained at pH 7.

The assessment of the results showed that, in case of
ozone oxidation of OTC, water components signifi-
cantly decreased the degradation rate and in contrary
to the results obtained by photocatalytic oxidation,
the effects of ions were not depended on the reaction
rates of them with hydroxyl radicals.

Keywords: Antibiotic, photocatalytic oxidation,
ozone oxidation, oksitetracycline, titanium diokside.



Oksitetrasiklin’in fotokatalitik ve ozon oksidasyonu

Giris

Antibiyotikler giiniimiiz ilag sektoriinde dnemli
bir grup olarak yer almaktadirlar. insanlarin te-
davi edilmesinin yani sira hayvan sagliginin ko-
runmasi ve iiretim veriminin artirilmasi amaciy-
la da yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Orga-
nizmaya uygulanan antibiyotikler %90’a varan
oranlarda metabolize edilmeden viicuttan atilir-
lar (Kemper, 2008). Bu nedenle insan ve hayvan
diskist yliksek miktarda antibiyotik igerebilir.
Yapilan c¢aligmalarla, antibiyotiklerin ¢evrenin
cesitli birimlerinin yani sira hayvan digkis1 ve
evsel atiksu aritma ¢amurunda bulundugu tespit
edilmistir. Insan ve hayvan antibiyotikleri iire-
tim proseslerinden kaynaklanan atiklarin, evsel
atiksuyun ve hayvan yetistiriciliginden kaynak-
lanan atiklarin aritiminda uygulanan konvansi-
yonel yontemlerinin antibiyotik gideriminde ye-
tersiz olmasi ¢evrede antibiyotik kirliligine ne-
den olmaktadir (Heberer, 2002; Balcioglu
Akmehmet, 2007). Bu maddeler fiziksel ve kim-
yasal ozelliklerine bagli olarak su kaynaklarina
ve sedimentlere ulagabilmektedirler. Antibak-
teriyel maddelerin yiiksek derisimlerinin gevre-
de bulunmasi, mikroorganizmalar {izerinde
toksik etkiye neden olarak ekolojik dengenin
bozulmasina, diisiik derisimlerinin ¢evrede bu-
lunmasi ise patojen ve patojen olmayan bakteri-
lerin antibiyotik direnci kazanmasina neden ola-
bilmektedir.

Literatiirde yeralan bazi arastirmalarla antibiyo-
tiklerin atiksu aritma sistemlerinde ve cevrede
biyolojik olarak giderilemedigi saptanmistir
(Ternes, 1998; Kiimmerer, vd., 2000 ve
Heberer, 2002). Bu nedenle cevrede Onemli
problemlere yol agan antibiyotik kirliliginin gi-
derimi i¢in alternatif aritim yontemlerinin gelis-
tirilmesi son yillarda 6nem kazanmustir. ileri
oksidasyon proseslerinin antibiyotiklerin ariti-
minda etkili oldugu bulunmustur (Dantas, vd.,
2008; Otker ve Akmehmet-Balcioglu, 2005,
Alaton, vd., 2004, Balcioglu Akmehmet ve
Otker, 2003; Balcioglu Akmehmet ve Otker,
2002, Andreozzi, vd., 2003; Zwiener ve
Frimmel, 2000).

Bu c¢alismada bir tetrasiklin antibiyotigi olan
oksitetrasiklinin (OTC) fotokatalitik oksidasyon
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prosesi ile aritilmasi farkli reaksiyon kosullarin-
da arastirilmis ve antibiyotik derisiminin, pH’1n
ve hidrojen peroksit derisiminin oksidasyon ve-
rimine etkileri incelenmistir. Fotokatalitik ve
ozon oksidasyon prosesleri, biyolojik yontem-
lerle aritilamayan kirleticilerin gideriminde kul-
lanilan bir ileri oksidasyon prosesleridir. Litera-
tir arastirmalarinda bazi antibiyotiklerin foto-
katalitik ve ozon oksidasyon prosesleri ile
giderimleri arasgtirilmis olmasina ragmen, suda
bulunmasi muhtemel iyonlarin aritma verimine
etkileri belirlenmemis olmasindan yola c¢ikila-
rak, bu calismada ayrica suda bulunan kalsiyum
(Ca®"), bikarbonat (HCO5), nitrat (NO5"), fosfat
(PO4Y), siilfat (SO4™) ve kloriir (CI) iyonlarinin
aritma verimine etkileri incelenmistir. Dogal
sularda bulunan organik madde derisiminin de
etkisi bu ¢alisma kapsaminda arastirilmistir.

Materyal ve metot

Fotokatalizor olarak %70 anatas ve %30 rutil
kristal yapisina sahip olan ~30 nm partikiil bo-
yutunda 49.4 m?/g spesifik yiizey alanma sahip
Degussa P25 TiO, kullanilmistir. Tetrasiklin
grubu antibiyotiklerine model olarak suda ytik-
sek ¢oziinirliigiinden dolay1 oksitetrasiklinin
hidrokloriir tuzu (Cy;H24N,09 HCI, % 95 saflik-
ta Sigma Aldrich) secilmistir. Analitik safliktaki
disodyum hidrojen fosfat, potasyum nitrat, sod-
yum siilfat ve sodyum hidrojen karbonat, fosfat,
nitrat, siilfat ve bikarbonat anyonlarinin, kalsi-
yum kloriir ise kalsiyum iyonlarinin OTC’nin
giderilmesine etkilerinin incelenmesi i¢in kulla-
nilmiglardir. Hiimik asit (Aldrich) sudaki organik
bilesikleri temsil etmesi amaciyla sentetik olarak
kirletilen suya katilmustir.

Tiim ¢ozeltiler deionize Milli-Q (Gradient Milli-
Q) su ile hazirlanmistir. OTC’nin giin 15181 ile
fotolizini 6nlemek amaci ile hazirlanan ¢ozelti-
ler aliiminyum folyo ile korunmustur.

Deneysel yaklasim

Deneysel ¢alismalar, fotokatalitik oksidasyon ve
ozon oksidasyon deneyleri olmak iizere iki asa-
mada gergeklestirilmistir.

Fotokatalitik deneylerde, 1 L’lik OTC c¢ozeltisi
hazirlandiktan sonra 1 g/L derisimindeki TiO,
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(P25 Degussa) fotokatalizorii eklenmis ve ho-
mojen bir karisim elde etmek amact ile
sonikatdr kullanilmistir. OTC’nin TiO, ylizeyi-
ne adsorpsiyon dengesine ulagmasi igin ¢ozelti 1
saat karanlikta karistirilarak bekletilmesini taki-
ben, fotokatalitik periyot, 151k kaynaginin agil-
masi1 ile baslatilmistir. Fotokatalitik reaktOriin
(42 cm yiikseklik ve 2 cm 151k yolu kalinligr)
ortasina yerlestirilen 20 W BLB floresans lamba
(General elektrik F20T12 BLB) 151k kaynagi
olarak kullanilmistir. Reaktor igcindeki ¢ozelti
bir peristaltik pompa ile devrettirilerek (153
mL/dak) ve reaktér tabaninda bulunan
sinterlenmis cam diffuzorlerden basincli hava
gegirilerek fotokatalizoriin reaksiyon esnasinda
cokmesi engellenmistir. Reaktorden 10 dakika
araliklarla alinan ornekler 30 dakika siiresinde
3000 rpm hizda santrifiij edilmis ve ardindan
0.45 um membran filtre ile siiziilerek ¢ozeltiler-
de OTC analizi yapilmigtir.

Ozon oksidasyonu deneyleri borosilikat camdan
yapilmis bir reaktorde (78 cm ylikseklik ve 6 cm
capinda) gerceklestirilmistir. Ozon saf oksijen-
den korona desarj yontemi ile tiretilmis (Fischer
0Z500) ve reaktér tabaninda bulunan bir
diffiizor yardimi ile ¢ozeltiye dagitilmasi sag-
lanmistir. Ayrica bir peristaltik pompa ile reak-
torde bulunan ¢ozelti 133 mL/dak hiz ile devret-
tirilmistir. Reaktoriin giris ve ¢ikisinda gaz fazi
ozon derisimi saptanmistir (Fischer Ozotron
23). Belirli zaman araliklarinda reaktérden ali-
nan 6rneklerde HPLC (Agillent Technol. 1100)
ve spektrofotometre (Schimatzu Model 1208)
ile OTC analizi yapilmistir. OTC analizleri i¢in
kullanilan HPLC sistemi tersiyer bir pompa,
fotodiyot diizenli ve enjeksiyonlu bir otomatik
ornek alicidan meydana gelmistir. Kademeli
elisyon asetonitril ve % 0.1 formik asit igeren
su ile gergeklestirilmistir. OTC’nin kantitatif
olarak saptanmasi 360 nm dalga boyunda ger-
ceklestirilmistir.

Toksisite deneylerinde Bacillus  subtilis’in
dehidrojenaz aktivitesinin inhibisyonu saptan-
mustir. Bu amacla resazurinin resofurine indir-
genmesi spektrofotometrik olarak 600 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiis ve sonuglar yiizde inhibisyon
degerleri olarak hesaplanmustir.
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Deneysel sonuclar

OTC’nin fotokatalitik oksidasyonu

Sekil 1’de 49.6 mg/L derisimindeki OTC ile
sentetik olarak kirletilen ¢ozeltide pH 7°de ve 1
g/L TiO, fotokatalizor ile antibiyotik giderimini
gosterilmektedir. Bu sekilde ayn1 zamanda kont-
rol deneylerinin de sonuglar1 sunulmaktadir. Bu
deneyler karanlik ortamda OTC varlhiginda, ka-
ranlik ortamda OTC ve TiO, varliginda ve UV
ve havanin OTC’ye uygulanmasi suretiyle ger-
ceklestirilmistir.
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Sekil 1. Oksitetrasiklinin fotokatalitik
oksidasyon prosesi ile giderimi

Yapilan deneyler sonucunda 1 saatlik foto-
katalitik oksidasyon prosesinin uygulanmasi ile
antibiyotigin % 95 oraninda giderildigi saptan-
mustir. Diger taraftan TiO; ile karanlikta gergek-
lestirilen 1 saatlik deney ile OTC’nin % 17 “si-
nin fotokatalizor yiizeyine adsorbe oldugunu ve
hava + UV uygulanan deney ile ise reaksiyon
siiresinde OTC’nin ihmal edilebilecek diizeyde
fotolize ugradigmi tespit edilmistir. Foto-
katalitik oksidasyon sonucunda olusan reaksi-
yon {rilinlerinin toksisitesi Bacillus subtilis ile
saptanmistir ve reaksiyonun ilk 15 dakikasinda
¢ozeltinin toksisitesinin %30 oraninda arttig1 ve
reaksiyon siiresinin 60 dakikaya uzatilmasi ile
%7’ye azaldig1 bulunmustur.

Antibiyotik derisiminin fotokatalitik
oksidasyon verimine etkisi

0.01 ile 0.5 mM araliginda OTC’nin bes farkl
derisimi ile fotokatalitik oksidasyon deneyleri
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pH 7°de gerceklestirilmistir. Secilen antibiyotik
derisim araligi, bu kirleticinin dogal su kaynak-
larinda saptanan miktarlarindan oldukca yiik-
sektir (Hirsch, vd.1999). Ancak fotokatalitik ok-
sidasyon prosesinde cesitli parametrelerin etki-
sini inceleyebilmek amaciyla yiiksek OTC deri-
siminde deneyler yapilmistir.

Sudaki OTC derisiminin degisimi TiO, yiize-
yinde adsorbe olan antibiyotik miktarinin degi-
simine neden olmustur (Sekil 2). Adsorpsiyon
periyodu sonundaki sudaki OTC derisimi C.
olarak belirtilmigtir. Sekil 2°de OTC’nin denge
derisiminin baslangi¢c giderim hiz sabitine (ro)
etkisi gosterilmistir.

600
y = 8.8622x + 143.07
500 ~ )
R”=0.9331 o
400 -
3 300 - e Konsantrasyon Adsorpsiyon
~ (mM) (%)
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2001 ¢ . 0.1 17.7
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0 T T 1 1
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Sekil 2. OTC derigiminin fotokatalitik
oksidasyon hiz sabitine ve adsorpsiyona etkisi

OTC derisiminin 0.04 mM’dan 0.5mM’a art1-
rilmast ile fotokatalizor yilizeyinde bir saatlik
stirede adsorbe olan antibiyotik miktarinin % 38
den % 7.5’e azaldig1 ve fotokatalitik oksidasyon
giderim hizinin da derisimin artmasi ile azaldig
saptanmigtir. 0.5 mM OTC ’nin 60 dakikalik
fotokatalitik oksidasyonu sonucu % 35 oraninda
giderim elde edilirken derisimin 20 kat azaltil-
masi ile ise 10 dakikalik siirede yaklasik gide-
rim verimi % 90 *a ulagmustir.

Calismada kullanilan OTC derisimlerinin su
kaynaklarinda saptanan derisimlerden oldukga
yuksek oldugu goéz Oniine alindiginda foto-
katalitik oksidasyon prosesinin bu mikrokirletici
ile kirlenmis sularin aritiminda etkili olacagi so-
nucu ¢ikarilabilmektedir.

pH’nin fotokatalitik oksidasyon verimine
etkisi

Fotokatalitik reaksiyonlarda ¢ozeltinin pH dege-
ri TiO; yiizeyinin elektrostatik yiikiinii etkileye-
bilmektedir. Bu nedenle pH, fotokatalizor ylizey
yik yogunlugunu ve dolayisi ile fotokatalitik
oksidasyon verimini belirleyici bir faktordiir.
Ozellikle iyonik organik maddelerin TiO, yiize-
yinde adsorpsiyonunda pH’in 6nemli bir para-
metre olmast nedeniyle OTC’nin fotokatalitik
oksidasyonuna etkisi 3 farkli pH degerinde ince-
lenmistir (Sekil 3).

0.12
o pH 4 | pKo=9.44
o 01w g e pH7
=
g apHY
g 0.08 - % NH;E
) o i
z A A | pKu=357
E 006 - * I
[m]
% 0.04 ) e, o
.04 A A
< . o [ oem [ a ] 2|
L4 q
>y Adsorpsiyon Fotokatalitik ° 2 337 pH T4 9
© 0.02 - : ‘ ¢ 8
Periyodu Periyot N A
. o A
[ ]
0 ‘ ‘ *
Baglangie 0 0 60 80
Zaman (dak)

Sekil 3. pH’nin OTC ’nin fotokatalitik oksidasyonuna etkisi
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OTC bir zwiteriyon olup ii¢ farkli pK, degerine
sahiptir (pK; = 3.57, pKz = 7.49 ve pK;3 = 9.44).
Ti0; yiizeyi ise pH 6.3’te (Nano ve Strathmann,
2006 ) yiiksiiz oldugundan asidik ve bazik pH
degerlerinde sirasi ile pozitif ve negatif yiiklii-
diir. Deneyler sonucu elde edilen veriler
OTC’nin pozitif ve negatif yiiklii fotokatalizor
ylizeyindeki adsorpsiyonun ve fotokatalitik
oksidasyonun nétral pH’da elde edilenden daha
diisiik oldugunu gostermektedir.

Hidrojen peroksidin fotokatalitik oksidasyon
verimine etKisi

Fotokatalitik oksidasyon prosesinde H,O, ilave-
si ortamdaki hidroksil radikali derisimini artira-
rak kirleticilerin giderim hizim1 artirdig bilin-
mektedir (Naman, vd., 2002; Malato, vd. 2000).
Bu calismada H,0O,’in 25-100 mg/L derisim ara-
liginda OTC’nin fotokatalitik oksidasyon prose-
sine etkisi arastirilmistir. Sadece H,O;’in kulla-
nildig1 kontrol deneylerinde bir saatlik reaksi-
yon siiresince OTC’nin oksidasyonu gozlem-
lenmemistir. 50 mg/L H,0,in fotokatalitik
oksidasyon hizin1 sadece % 8 oraninda artirmis-
tir. HyO; derisiminin 100 mg/L e artirilmasi ise
yiiksek derisimlerde H,O, hidroksil radikalleri
ile reaksiyona girmesi nedeniyle OTC giderim
hizinin azalmasina neden olmustur.

Su bilesenlerinin OTC’nin fotokatalitik
oksidasyonuna etkisi

Fotokatalitik oksidasyon ¢aligmalarinda suda
bulunan iyonlarin organik madde oksidas-
yonunda olumsuz etkileri (Hu, vd., 2004; Liao,
vd., 2001; Abdullah, vd., 1990) bilindiginden bu
calismada kalsiyum (Ca®"), bikarbonat (HCOy),
nitrat (NOs"), fosfat (PO,”). siilfat (SO4>) ve
kloriir (CI') iyonlarmin OTC’nin fotokatalitik
oksidasyonu iizerine etkisi arastirilmistir. Her
bir deney setinde hazirlanan TiO, ylizeyinde
adsorpsiyon dengesinin olugmasi i¢in 60 dakika
boyunca karanlikta (adsorbsiyon periyodu) ka-
ristirlarak bekletme islemi uygulanmustir. Ilave
edilen iyonlarin derisimlerinin degisimine bagh
olarak ¢ozelti pH’inda degisiklikler meydana
gelmistir ve her bir deney setinde baslangic pH
degerleri 7’ye ayarlanmistir. Her bir iyonun
farkli derisimleri i¢in 60 dakikalik denge peri-
yodu sonundaki OTC’nin adsorpsiyonu ve 60
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dakikalik fotokatalitik oksidasyon ile OTC
derisiminin degisimi i¢in elde edilen sonuglar
Sekil 4’te sunulmustur.

Sekilde goriildiigli gibi ilave edilen iyonlarin
derisimine bagli olarak OTC’nin TiO, ylizeyin-
de adsorpsiyonunda degisiklikler meydana gel-
mistir. Dogal su kaynaklarinda bol miktarda bu-
lunan kalsiyum iyonlar1 OTC ile kuvvetli komp-
leksler  olusturduklarindan  (Balcioglu  ve
Salcioglu, 2008) yiiksek Ca®" derisiminde
adsorbe olan OTC miktarinda azalma saptan-
mistir.  Fotokatalitik oksidasyon periyodunda
OTC giderim hizinda adsorpsiyon periyodunda
elde edilen sonuglara paralel olarak bir azalma
saptanmigtir.

Dogal ve kirlenmis sularda bulunan bikarbonat
iyonu hidroksil radikalleri ile hizl1 bir reaksiyon
vermesi nedeniyle (k=3.9 10° M's ) organik
maddelerin oksidasyon verimini énemli Sl¢iide
azaltabilmektedir (Abdullah, vd., 1990). 200
mg/L  bikarbonat iyonunun ilavesi ile
fotokatalizor yiizeyinde OTC adsorpsiyonun %
17°den % 1.5’e¢ azalmasma neden olmustur.
Birkarbonat iyonunun (200 mg/L) foto-
katalizoriin  ylizeyinde adsorpsiyonu OTC
adsorpsiyonunu azaltmasinin yanisira katalizor
ylizeyinde ve ¢ozeltide bulunan hidroksil radi-
kalleri ile reaksiyonu sonucu bir saatte elde edi-
len OTC gideriminin % 98’den % 78’e azalma-
sina neden olmustur.

Dogal sulardaki antibiyotik kirlilik kaynaginin
esas olarak hayvan giibresi ile giibrelenmis ta-
rim arazileri oldugunu géz oniine alarak bu ca-
lismada fosfat ve nitrat iyonlarinin etkisi de in-
celenmistir. pH 7°de H,PO4 olarak bulunan fos-
fat iyonlar1 karbonat iyonlarinda oldugu gibi
OTC adsorpsiyonunu 6nemli dl¢lide azaltmistir.
Fosfat iyonunun OTC aritma verimini azaltmasi
bu iyonun TiO, ylizeyinde adsorpsiyonu ve
h'/OH- ile reaksiyonu sonucu daha az reaktif
tirtinlerin olusmasi (HoPOy) ile agiklanabilmek-
tedir.

OTC’nin  fotokatalizér  yiizeyinde  ad-
sorpsiyonunun nitrat derisiminden etkilenme-
mesi nedeniyle nitrat iyonlarinin TiO,
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Sekil 4. Su bilegenlerinin OTC 'nin fotokatalitik oksidasyonuna etkisi

adsorbe olmadigr sonucu c¢ikarilabilir. Nitrat
iyonlarinin UV 15181 ile nitrat radikallerini olus-
turmasi nedeniyle (Zhang vd., 2004) organik
madde giderimini arttirabilecegi 6ne siiriilme-
sine karsilik bu g¢alismada nitrat iyonlarinin
varligt OTC gideriminin azalmasina neden ol-
mustur. Ancak nitrat’in olumsuz etkisi karbo-
nat ve fosfat iyonlarin olusturdugu etkiden da-
ha azdir.

57

Antibiyotiklerin balik yetistiriciliginde de kulla-
nildigin1 géz Oniine alarak bu faaliyetten kaynak-
lan atiksularda siilfat ve kloriir iyonlar1 bulunaca-
gindan s6z konusu iyonlarin fotokatalitik oksidas-
yona etkileri yiliksek derisimlerinde arastirilmistir.
Elde edilen sonuglar OTC adsorpsiyonunun SO,*
ve CI”lin derisimlerine bagli olmadigin1 ve OTC
fotokatalitik oksidasyonunun ise bu anyonlarin var-
ligindan diisiik bir oranda etkiledigi saptanmustir.
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Dogal sularin 6nemli bir organik bileseni olan
hiimik asidin OTC oksidasyonundaki etkisi 5-
100 mg/L derisim araliginda arastirilmis ve
hiimik asit derisiminin 5 mg/L’den 100 mg/L’ye
artirtlmasi ile OTC bozunma hiz sabitinin 0.1’den
0.07 dak™ degerine azaldig1 saptanmustir.

Oksitetrasiklinin ozon oksidasyonu
Uygulanan ozon dozunun etkisi

OTC’nin ozon oksidasyonu ile gideriminde uy-
gulanan ozon dozunun etkisinin incelenmesi
amaciyla 1786, 1086 ve 606 mg/L.sa olmak
lizere ili¢ farkli ozon dozunda deneyler gercek-
lestirilmistir (Sekil 5).

Sentetik olarak kirletilen suya ozonun uygulan-
mas1 ile OTC derisimi eksponansiyel olarak
azalmakta ve giderim kinetigi goriiniir birinci
dereceye uymaktadir. Ozon dozunun 606
mg/L.sa’dan 1086 mg/L.sa’e ylkseltilmesi ile
goriiniir birinci derece hiz sabitinin 1.67 dak™
den 4.18 dak e yiikseldigi saptanmustir. Ancak,
ozon dozunun daha yiiksek degere (1786
mg/L.sa) artirilmas1 ¢ozeltideki ¢oziinmiis ozon
derisiminin artirmamasi nedeniyle giderim hiz
sabitinde 6nemli bir ilave artis elde edilememistir.
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Sekil 5. Uygulanan ozon dozunun OTC nin ozon
oksidasyonuna etkisi

OTC’nin ozon oksidasyonu ile giderimine
pH’1n etkisi

Ozonlama prosesinde pH’in oksidasyon meka-
nizmasini etkilemesi nedeni ile bu parametre
proses degiskeni olarak seg¢ilmistir. Ozon dozu-
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nun 606 mg/L.sa olarak uygulandig1 deneyler 4,
7 ve 9 olmak tiizere li¢ farkli pH degerinde ger-
ceklestirilmis ve en yiiksek antibiyotik giderim
verimi pH 7’de edilmistir. pH degerinin 4’ten
7’ye yikseltilmesi ile OTC giderim hiz sabiti
1.31 dak™den 1.67 dak™ e yiikselmis ancak pH
degerinin 9’a ayarlanmasi ile hiz sabitinin 1.45
dak™’e azaldig1 saptanmustir.

Genel olarak, ozonlama prosesinde hidroksil
iyonlari, reaktif oksidanlar olan radikallerin olu-
sumunda katalizor olarak etki etmektedir. Bu
nedenle artan pH ile ozon oksidasyon veriminde
artis beklenmektedir. Birgok ¢alismada (Li, vd.,
2008; Esplugas, vd., 2002; Vogna, vd., 2004;
Dantas, vd., 2008), yiiksek kirletici gideriminin
pH’in 7°den yiiksek degerlerinde elde edildigi
saptanmasina ragmen, bu calismada, en yiiksek
antibiyotik gideriminin ndtr pH degerinde elde
edilmistir (Tablo1).

Tablo 1. Ozonlama prosesinde pH in etkisi

pH 4 pH7 pHY
k (dak™) 1.31 1.67 1.45
r 0.99 0.99 0.93

Benzer sonuglar, farkli antibiyotiklerin ozon
oksidasyonu ile giderimini inceleyen aragtirma-
cilar tarafindan da bulunmustur (Balcioglu ve
Otker, 2003; Li, vd., 2008).

Su bilesenlerinin OTC’nin ozon oksidasyonu
iizerine etkisi

OTC’nin ozon ile oksidasyonuna su bilesenleri-
nin etkisi pH 7 degerinde ve 1.086 mg/L.sa
ozon dozunda incelenmistir. Sekil 6’da
OTC’nin ozon oksidasyonu ile giderimine her
bir iyon (kalsiyum, bikarbonat, fosfat, siilfat,
nitrat, ve klorlir) ve hiimik asitin 100 mg/L
derisimlerindeki etkileri gosterilmektedir ve gi-
derim hiz sabitleri ise Tablo 2’de sunulmustur.

Sekil 6 ve Tablo 2’den de goriildiigi tlizere su
bilesenlerinin mevcudiyetinde OTC’nin ozon
oksidasyon ile giderim hiz1 azalmaktadir. Hiimik
asidin radikal olusumunu artirarak kirleticilerin
oksidasyonunu kolaylastirdig1 bilinmesine rag-
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Sekil 6. OTC nin ozon oksidasyonu ile gideriminde su bilesenlerinin etkisi

men bu c¢alismada 100 mg/L hiimik asit OTC
giderim hiz sabitinin énemli dl¢lide azalmasina
neden olmustur.

Tablo 2. Su bilesenlerinin ozon oksidasyonunda
OTC nin goriiniir birinci derece giderim hiz
sabitlerine etkisi

Su bilesenleri OTC giderim hiz

sabitleri

Kam(dak ™)
OTC 4.18
OTC + PO* 2.05
OTC + SO> 1.67
OTC + NO;y 1.54
OTC + CI 1.53
OTC + HCOy 1.36
OTC + Ca* 1.32
OTC + Hiimik Asit 1.13

Sonuclar

Fotokatalitik oksidasyon deneylerinde, etkisi
aragtirilan katyon ve anyonlar hidroksil radikali
reaksiyon hiz sabitlerine bagli olarak antibiyo-
tigin giderim hizin1 azaltmislardir. Fotokatalizor
ylizeyinde reaktif radikallerin olusabilmesi i¢in
gerekli olan 1s18in  hiimik asit tarafindan
adsorplamasi antibiyotik giderimini yavaslattigi
distiniilmektedir.
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OTC’nin ozon oksidasyonu ile gideriminde ise
su bilesenleri giderim hizin1 énemi oranda dii-
stirmiis ve fotokatalitik oksidasyon prosesi ile
elde edilen sonuglarin aksine iyonlarin etkisi
hidroksil radikalleri ile hiz sabitleriyle paralellik
gostermemistir.

OTC derigiminin fotokatalitik oksidasyona etki-
si Langmuir- Hinshelwood modeline uymus
olup, limitlendirilmis hiz sabiti ve denge sabiti
0.05-0.5 mM derisim araliginda, 1 g/L TiO, de-
risimi ve pH 7 de sirast ile 6.99x10° M dak™ ve
1.61x10* M olarak hesaplanmistir. OTC gide-
rim hiz sabiti 0.05-0.1 mM antibiyotik derisimi
araliginda artis gostermekte ve daha yiiksek
OTC derisimleri fotokatalizoriin ylizeyinde aktif
bolgeleri kaplamasi nedeniyle *OH radikalleri-
nin olusumunun azalmasina neden olmaktadir.

Sonug¢ olarak ozon oksidasyonu OTC’nin kisa
siirede tamamen giderimi saglayabilen etkili bir
aritim yontemi olarak onerilebilmektedir. Diger
taraftan, fotokatalitik oksidasyon prosesinde gii-
nes 1s18nin enerji kaynagi olarak kullanilabil-
mesi nedeniyle yontemin arastirtlmasinin gerek-
tigi diisiiniilebilmektedir.

Tesekkiir
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Ozet

Bir aritma tesisinin bagarisi biiyiik ol¢iide aritma igini yapacak mikrobiyal komiinitenin olusumuna
baghdir. Fonksiyonel oneme sahip populasyonlarin kaybolmasi veya aktivitesini yitirmesi aritma
sisteminde verim kaybina yol acar. Kisaca, bir sistemin kararli halde ¢alismast sahip oldugu
mikroorganizma tiirlerinin sistemde kararli halde tutulabilmesine baghdir.Yeterli miktarda ve
cesitlilikte mikroorganizmanin sistemde tutulabilmesi, optimum ¢camur yagsimin belirlenebilmesi ile
miimkiindiir. Ancak, son yillarda yapilan ¢alismalarla, ¢evre veya isletme kosullarinda bir farkhilik
olmadigi durumlarda dahi aritma sistemlerinin bir siire sonra stabilitesini kaybettigi gosterilmistir,
ancak stabil (kararly) aritma verimi elde etmek igin, kararli bir komiinite yapisina sahip olmak ge-
rektigi hala kesinlik kazanmamistir. Bu durum, diisiik biiyiime hizina sahip nitrifikasyon bakterileri
icin daha fazla 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada nitrifikasyon prosesi model olarak se¢ilmis ve
bu sistemlerin kararli yapisi iizerine arastirma yapilmistir. Biiyiime hizi ile dogrudan
iliskilendirilmesi nedeniyle ¢amur yasi bifiirkasyon parametresi olarak se¢ilmis ve laboratuar 6l-
cekli atiksu aritma reaktorleri farkl iki camur yasinda isletilmistir. Kimyasal analizler yaninda mo-
lekiiler analizler kullamlarak reaktorlerdeki nitrifikas-yon bakterilerinin sayisi ve yapisindaki degi-
simler incelenmistir. Elde edilen sonuglar, replika reaktorlerde toplam Amonyagi Oksitleyici Bakte-
ri (AOB) sayisi agisindan anlamly bir iliski olmadigini géstermistir. Bunun yanminda; biitiin 3 giin
camur yasina sahip reaktorlerde, 10 giin ¢amur yasina sahip reaktorlere gore AOB c¢egsitliliginin
daha fazla oldugu, ancak zamana bagli olarak cesitliligin azaldigi gériilmiistiir. Cesitlilikteki bu
azalma, yiiksek ¢camur yasinda isletilen reaktorlerde daha fazla gézlenmistir. Dizi analizi sonucu
baskin olan tiirlerin Nitrosomonas tiirleri ve heniiz kiiltiire alinmamus beta-proteobakteri oldugu
bulunmustur.
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Effect of sludge age on the diversity of
nitrification bacteria and reactor
stability

Extended abstract

Variations in the relative abundance of microbial
species are proved responsible of problems in bio-
logical treatment reactors. Quantitative ecology of
wastewater treatment processes is the way of under-
standing these variations in community composition.
In this point of view, many studies have been per-
formed not only to understand the microbial struc-
ture of a wastewater treatment plants, but also to
link microbial community dynamics to process sta-
bility. There are studies which investigated the in-
stability caused by environmental conditions using
lab- and full-scale treatment reactors. However, it is
still unclear that functional stability implies a persis-
tent community. Purkhold et al. (2000) found, for
example, that few of the nitrifying bacteria classi-
cally studied in the laboratory were present in full-
scale nitrification systems. and functionally stable
ecosystem. Saikaly et al. (2005) studied the stability
of the treatment performance of laboratory scale
sequencing batch reactors operated under different
sludge ages. Results of the work by Fernandez et al.
(1999) revealed that an extremely dynamic commu-
nity sustains a more reliable treatment performance
in terms of stable efficiency. However, similar stud-
ies revealed differences in the community structure
of any changes in AOB community structure. How-
ever, it is not clear whether persistent community
composition secures to get stable treatment per-
formance. This is especially important for the
microorganisms which have lower growth rate (e.g.
nitrifiers) as they would be less abundant compared
to others (e.g. heterotrophs). Loss or alteration of
key functional groups might cause unstable treat-
ment performance. Therefore, nitrification process is
selected as a main investigation subject in the pre-
sent study. Samples were collected for chemical
analysis and also for molecular analysis. FISH and
DGGE were applied to reveal total AOB numbers
and any changes in community composition.

To achieve this, two sets of replicate reactors were
operated under identical conditions under two dif-
ferent sludge ages (3 and 10 days) with the same
external conditions.
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During the whole investigation period, reactor 1 and
2 (3 days sludge age) achieved more than 88% COD
removal whilst reactor 3 and 4 (10 days sludge age)
achieved more than 96% COD removal. Results also
showed that replicate reactors with high sludge age
performed more stable nitrification performance
than the reactors with low sludge age. Nitrification
performance was assessed with ammonium, nitrite
and nitrate concentrations. In reactor 1 and 2, ni-
trate concentrations were in a range of 0 and 28.48
mg/L; whilst it was up to 40 mg/L in reactor 3 and 4.
Nitrite concentration was maximum 10 mg/L in re-
actor 1 and 2; whereas no higher than 2.5 mg/L in
reactor 3 and 4 during the first 30 days of experi-
ment.

FISH quantification revealed no correlation in total
AOB numbers within replicate reactors. DGGE
analysis also revealed decreasing similarities be-
tween replicate reactors over time. This was more
obvious in reactors with higher sludge. On the day
32, the similarity values were 70.6% and 26.7% be-
tween reactor 1-2 and reactor 3-4, respectively. Be-
side statistical analysis, predominant bands were
excised from DGGE gels and sequenced. Results
showed that they match to the following sequences:
Nitrosomonas oligotropha (97.6 % similarity; ac-
cession number: AF272422); Nitrosomonas sp.
1S7943  (97.4%  similarity,accession  number:
AJ621026) and uncultered beta-proteobacteria
(higher than 97.7% similarity; accession numbers:
AY062126, DO413103, DQ376558, AY064177). Se-
quencing results were in aggrement with the litera-
ture which states that Nitrosomonas species are
dominant in wastewater treatment reactors.

This study is of particular importance as there is still
a gap in knowledge on performance stability and
community composition in wastewater treatment re-
actors. Since, replicate reactors were run under
identical conditions, our findings could be helpful to
solve the link between performance and microbial
diversity. Furthermore, we hope that our findings
would be in use for designing treatment reactors
with new strategy.

Keywords: Wastewater treatment, nitrification, sta-
bility, FISH, DGGE.
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Giris

Aritma sistemlerinin performansi ¢evresel etki-
lerin yanisira sahip oldugu mikroorganizma top-
lulugunun ¢esitliligine ve mikrobiyal tiirlerin
miktarina baghdir. Bir sistem ne kadar farkli
tiirde mikroorganizma igerirse, gelen atiksu ti-
pindeki farklilik ya da ¢evre kosullarinda olusa-
bilecek degisiklikle o kadar iyi miicadele edebi-
lir (Rowan vd., 2003). Sonug olarak, bir sistemin
kararli1 halde caligmasi sahip oldugu mikroor-
ganizma tiirlerinin sistemde kararli halde tutula-
bilmesine baglhidir. Bu nedenle, son yillardaki
calismalar sadece aritma sistemlerinin sahip ol-
dugu mikrobiyal yapinin tanimlanmasi iizerine
degil, ayn1 zamanda mikrobiyal komiinite dina-
miginin proses stabilitesiyle iliskilendirilmesi
lizerine yagunlagsmaya baslamistir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarla, ¢cevre veya isletme kosulla-
rinda bir farklilik olmadig1 durumlarda dahi arit-
ma sistemlerinin bir siire sonra stabilitesini kay-
bettigi gosterilmistir (Kargi ve Eker, 2006;
Kaufman vd., 2005; Kargi ve Uygur, 2002;
Pollice vd., 2002). Yapilan diger arastirmalarda,
bu durumun bakterilerin lineer olmayan ¢ogal-
ma dinamiginden kaynaklandig: ileri siiriilmiis-
tir (Curtis vd., 1998; Fernandez, 1999;
Kaewpipat ve Grady, 2002); ancak stabil (karar-
I1) aritma verimi elde etmek i¢in, kararli bir ko-
miinite yapisina sahip olmak gerektigi hala ke-
sinlik kazanmamistir. Bu durum, diisiik biiytime
hizina sahip mikroorganizmalar (6rnegin; nitri-
fikasyon bakterileri) i¢in daha fazla dnem arz
etmektedir. Bu mikroorganizma gruplari, hete-
rotroflara gore ¢ok daha az miktarlarda buluna-
cag1 icin, olas1 kayiplar1 ya da sayica azalmalar
aritma veriminde stabil yapinin bozulmasina ne-
den olacaktir. Son yillarda aritma sistemi stabili-
tesine iligkin yiiriitiilen siirli sayida ¢alismada,
camur yasinin mikrobiyal komiinite ve stabilite
iizerine etkisine yogunlagilmigtir. Saikaly ve
digerleri (2005) laboratuvar olgekli ardisik ke-
sikli bir reaktorde mikrobiyal komiinite yapisi-
nin farkli ¢amur yaslarinda stabilitesini deger-
lendirmistir. Farkli ¢camur yaslarinda ¢alistirilan
replika reaktorlerden alinan numuneler iizerinde
molekiiler analizler yapilmig ve bakterilerin ko-
miinite yapisinin dinamik oldugu, isletme kosul-
lar1 ve sistem performansi degismese bile komii-
nite yapisinin devamli bir degisim i¢inde oldugu
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gosterilmistir. Calisma sonuglart ayrica, replika
reaktorlerdeki bakterilerin ayni sekilde siniflan-
digin1 ve isletme baslangicindan itibaren ayni
sekilde sapmalar gosterdigini ortaya koymustur.
Ancak yapilan benzer ¢alismalar, ayni sartlar al-
tinda calistirilan laboratuar dlgekli replika reak-
torler arasinda, bakteriyel komiinite bakimindan
zamanla farklilasmalar oldugunu gostermistir.
Ozellikle laboratuar olcekli reaktdrlerde daha
fazla rastlanan bu durum, kiiciik hacimlerde
daha az bakteri cesitliliginin bulunmasi ve bak-
teri ¢ogalmasiin lineer olmamasiyla aciklan-
mistir (Forney vd., 2001; Kaewpipat ve Grady,
2002). Saikaly ve Oerther’in (2004) yaptig1 bir
diger calismada ise farkli ¢gamur yaslarinin 6 saf
kiiltiiriin bulundugu bir komiinite yapis1 {izerine
etkisi ¢alisilmis ve bir model gelistirilmistir. Bu
modele gore, 2.28 giin ¢amur yasinda isletilen
bir reaktor, 5.66 giin SRT degerine sahip bir re-
aktorden daha fazla sayida farkli bakteri iger-
mektedir. Bunun nedeni olarak, yiiksek ¢amur
bekletme siirelerinde, bakteriler arasindaki reka-
betin ortama daha uygun olan tiirler tarafindan
kazanilmasi ve sistemin tlir kaybina ugramast,
dolayistyla da gesitliligin azalmas1 gosterilmis-
tir. Hallin ve digerleri (2005) tarafindan gercek-
lestirilen baska bir ¢alismada ise 2 farkli ¢amur
yasinda isletilen gercek Olcekli bir tesisten nu-
mune alimis, molekiiler yontemler kullanila-
rak, 10 giinden fazla 2 ayr1 camur yasi degerinin
Amonyag1 Oksitleyici Bakteri (AOB) yapist i-
zerine etkisi incelenmistir. Farkli camur yasla-
rinda, AOB sayilar1 arasinda bir farklilik goriil-
mezken, arastirma siiresinin basindan sonuna
dogru gidildikce AOB miktarinda belirgin bir
artis gézlenmistir. Ancak bu calisma gercek 0l-
cekli bir tesisten alinan numuneler iizerinde ya-
pildig1 icin, AOB sayisindaki bu artigin arastir-
ma boyunca artan sicakliktan m1 yoksa bakteri
cogalmasinin kendi lineer olmayan yapisindan
m1 kaynaklandigi belirlenememektedir.

Bu caligmada nitrifikasyon prosesi model olarak
se¢ilmis ve bu sistemlerin kararli yapisi iizerine
arastirma yapilmistir. Bliytime hiziyla dogrudan
iligkilendirilmesi nedeniyle ¢camur yas1 bifiirkas-
yon parametresi olarak secilmis ve laboratuar
Olcekli atiksu aritma reaktorleri farkl iki camur
yasinda isletilmistir. Sistem nitrifikasyon verimi
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yanisira amonyagi oksitleyici bakteri populas-
yonlarmin sayisi ve ¢esitliligi agisindan da ince-
lenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda son yillarda
gelistirilen molekiiler yontemler biiyiik avantaj
saglamaktadir. Bu  yOntemlerin  basinda
Floresanli Yerinde Hibritlesme Teknigi (FISH),
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Denaturan
Gradyent Jel Elektroforezi (DGGE) ve gercek
zamanli PCR (qPCR) gelmektedir. FISH ve
qPCR, bakterilerin sadece tiirlerinin degil
miktarlarinin da tayinine imkan tanimasi baki-
mindan son yillarda 6ne ¢ikan yontemler arasin-
dadir. Bunun yaninda DGGE, klonlama calis-
malariyla birlestirildiginde bir sistemin barindir-
dig1 biitiin mikroorganizma topluluklarinin be-
lirlenebilmesine olanak saglamasi nedeniyle 6-
nem arz etmektedir. Ayni sartlar altinda es za-
manli olarak isletilen replika reaktorlerin stabili-
tesinde meydana gelen degisimlerin nedenleri
incelenmistir. Elde edilen sonuclar sistem veri-
mi ve stabilitesinin saglikli bir sekilde degerlen-
dirilmesine, boylece sistem tasarimina Oneriler
getirilmesine ve maliyetin diisliriilmesine imkan
tantyacak olmasi bakimindan onemlidir.

Materyal ve yontem

Reaktor isletilmesi

6 L toplam, 4 L dolu hacime sahip 4 adet (2 rep-
lika) laboratuvar 6lgekli Ardigik Kesikli Reaktor
(AKR) 3 ve 10 gilin camur yaslarinda; 2’ser ay
siireyle 15 °C sabit sicaklikta 6 saatlik 4 dongii
seklinde isletilmistir (Kargi ve Uygur, 2002).
Reaktorler Yu ve digerleri (2004) tarafindan ta-
rif edildigi gibi, basit organik karbok kaynagi i-
ceren sentetik atiksu ile beslenmistir (Tablo 1).
Ast camuru olarak, gercek 6lcekli bir ileri evsel
atiksu aritma tesisinin geri devir hattindan ali-
nan aktif camur kullanilmistir.

Analitik yontemler

Reaktorlerin isletilmesi sirasinda sicaklik ve pH
stirekli olarak izlenmis ve EnviroMon (Pico
Envirotec Inc., Kanada) bilgisayar programi
kullanilarak kaydedilmistir. Askida kati madde
ve ugucu askida kati madde miktarlar1 Standard
Metodlar’a gore (APHA, 1993); kimyasal oksi-
jen ihtiyaci ve amonyak konsantrasyonlari ise
Spectroquant COD ve Spectroquant NH3-N Cell
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Test kitleri kullanilarak tayin edilmistir (Merck
& Co., Inc., USA). NO;-N ve NO,-N miktarlar
ise iyon kromotograf ile Olclilmiistiir (Dionex
Ltd., UK).

Tablo 1. Sentetik atiksuyu olusturan bilesenler
ve miktarlart

Kimyasal madde Atiksudaki
konsantrasyon

Glukoz 590 mg/L
Pepton 10.0 mg/L
KH,PO, 65.9 mg/L
NH,4C1 152.9 mg/L
CaCl, 13.85 mg/L
MgCl, 36.16 mg/L
ZnCl, 0.208 mg/L
CuSOy4 0.251 mg/L
MnSQO,4 0.275 mg/LL

Floresanh yerinde hibritlesme

Calisma boyunca alinan numuneler, laboratua-
ra soguk zincirde getirilmis ve aym giin fikse
edilmistir. Bu amacla, % 4’liikk paraformaldehit
(PFA) soliisyonu igerisinde 4 °C’de 3 saat sii-
reyle inkiibe edilmistir. Fiksasyondan sonra
hiicreler fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile yika-
nip PBS-Etanol (1:1, v/v) karisimi igerisinde
-20°C’de saklanmistir (Harmsen vd, 1996).
Fikse edilmis hiicreler hibridizasyondan 6nce
artan etanol konsantrasyonlarinda (% 50, 80,
100) dehidre edilmistir. Hiicreler % 35 deiyoni-
ze formamid igeren hibritlesme tamponu (0.9
M NacCl, 2 mg/ml Ficoll, 2 mg/ml Bovine Se-
rum Albumen, 2 mg/ml polivinil pirolidon, 5
mM EDTA, pH 8.0, 25 mM NaH,POy, pH 7.0,
% 0.1 SDS, 2.5 ng/uL hibritlesme probu) igeri-
sinde, 46 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir
(Amann vd., 1990; Manz vd., 1992). Bu ¢alis-
mada kullanilan problar ve spesifik olduklari
gruplar Tablo 2’de verilmistir.

AOB problar1 Cy5 boyast ile isaretliyken biitiin
bakterilere 6zgii problar ise Cy3 boyasi ile isa-
retlidir. Hibridizasyonu takiben, hiicreler 20
mM Tris-HCI (pH 7.2), % 0.01 SDS, 0-5 mM
EDTA ve 200 mM NaCl iceren yikama ¢ozeltisi
ile iki defa 48 °C’de yikanmislardir (Manz vd.,

1992). 10 pul numune, teflon kapli mikroskop la-
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Tablo 2. Calismada kullanilan problar, spesifik baglandiklar: gruplar ve dizilimleri

Prob adi Hedef gurup Dizilim (5°23)

Eub338i Cogu bakteri gruplari GCT GCC TCC CGT AGG AGT
Eub338ii Planctomycetales GCA GCC ACC CGT AGG TGT
Eub338iii Verrucomicrobiales GCT GCC ACC CGT AGG TGT
Nonbact338  Nonsense CGA CGG AGG GCATCC TCA
Nso1225 B-Proteobakteriyel AOB CGC CAT TGT ATT ACG TGT GA
Neu Halofilik Nitrosomonas sp  CCC CTC TGC TGC ACT CTA
CTE Neu probu rakibi TTC CAT CCC CCT CTG CCG
6a192 N. oligotropha grubu CTT TCG ATC CCC TAC TTT CC
c6a192 6a192 probu rakibi CTT TCG ATC CCC GAC TTT CC

mina damlatilip, kurutulmus ve lamelle kapa-
tilmagtir.

Gorlintiileme amaciyla Leica TSP2 konfokal la-
zer taramali mikroskop (CSLM) (Leica Micro-
systems, Heidelberg, Germany) Argon-iyon ve
Helyum-Neon lazerleri ile birlikte kullanilmistir.
Her iki probla da isaretli bolgeler AOB kolonisi
olarak kabul edilmis ve her numune igin 10 tane
1-2 um aras1 optik kesitlere sahip goriintii alin-
mistir.  AOB  mikrokolonilerinin ¢aplar1 ise
DAIME goriintii analiz programi yardimiyla 6l-
clilmiis ve analiz edilmistir (Daims vd., 2005).
Bu program yardimiyla elde edilen sonuglar ise
toplam AOB sayist belirlenmek iizere Coskuner
ve digerleri (2005) tarafindan tanimlanan yon-
temde kullanilmistir. Bu yontem, birim UAKM
basma bulunan AOB mikrokoloni hacimine da-
yanir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta; bu
yontemde, AOB kolonilerinin kiiresel oldugu ka-
bul edilir ve ortalama hacim 4/3 nr’ formiiliine
gore hesaplanir. Yontemin uygulanmasi sirasinda
gerekli biitlin istatistiksel analizler Minitab v11
bilgisayar programi ile yapilmistir (Minitab Inc.,
State College, Pa.).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Oncelikle numunelerde bulunan genomik DNAlar
(GNA) FAST DNA Spin Kit for Soil (Q-Biogene,
Belcika) kullanilarak izole edilmistir.

GDNA’larin izolasyonunu takiben yuvalanmig
PZR yontemiyle Once biitlin bakterilere 6zgii
primerlerle hedef bolgeler cogaltilmis, sonra
baglanma sicakligi 57 °C olan AOB’lere 6zgii
primerlerle 16S rRNA bolgeleri ¢ogaltilmistir.
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Asagidaki Tablo 3’te g¢alismada kullanilan pri-
mer dizileri gosterilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan primerler ve
dizilimleri

Primerin Adi Dizilim (3°—5°)

PA AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
pH' AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA
CTO654r CTAGCYTTGTAGTTTCAAACGC
CTO189f*
(A+B+C) GAGRAAAGYAGGGGATCG
Bu calismada, PCR reaksiyonlar1 0.2’ser

pmol/uL primer, 0.2 mM dNTP, 2.5 mM
MgCl,, 0.02U/uL taq polimeraz enzimi ve 1X
PCR tamponu igeren ¢ozeltilerde gerceklestril-
mistir. PCR reaksiyonlart TECHNE-TC 412 m
Termal Déondiiriicii’de (Ingiltere)l déngii 5 dk,
94 °C, 30 dongii (45 sn, 94 °C - 45 sn spesifik
baglanma sicaklig1 - 45 sn 72 °C), 1 dongii 10
dak 72 °C olarak yapilmistir.

Denatiiran gradyen jel elektroforezi (DGGE)

Amonyag1 oksitleyici bakterilere 6zgii 16S
rDNA’larin V3 bolgeleri DGGE ekipmani kulla-
nilarak (Bio-Rad DCode™, ingiltere), 200 V’da,
60 °C’lik 1XTAE (40 mM Tris, 20 mM asetat, 1
mM EDTA) igerisinde, % 35-60 denatiiran kon-
santrasyonuna sahip (% 100 denatliran 7 M iire
ve % 40 v:v formamid igerir) poliakrilamid jel
kullanilarak 6 saat siireyle kosturulmustur. Elek-
troforez isleminin ardindan jeller 20 dakika
1xSybrGold igerisinde bekletildikten sonra, UV
altinda jel goriintiileme sisteminde fotograflari
cekilmis ve Bionumerics Vers.4.1 yazilim pake-
ti (Applied Maths, Belcika) ile analiz edilmistir.
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[statistiksel analizler ise Minitab v11 yazilim
(Minitab Inc., State College, Pa.) ile gerceklesti-
rilmistir. DGGE jellerinde her bir numuneye ait
sinirli sayida bant elde edildigi icin klonlama
yerine DGGE jelinden bant kesme ve dizileme
analizine gonderme yolu tercih edilmistir. Dizi
analizi sonuglari Chromas programu ile incelen-
mis (Chromas Lite 2.01, Technelysium Pty Ltd.) ve
“http://www.ebi.ac.uk/fasta33/nucleotide.html” in-
ternet sitesi kullanilarak tiir tanimlamalar1 yapil-
migtir.

Deneysel calisma sonuclari

Kimyasal analiz sonuc¢larn

Sekil 1’de gorildiigli gibi, camur yas1 3 giin
olan reaktorlerin UAKM konsantrasyonlari
1199 + 803 mg/L ve 1218 + 485 mg/L iken 10
giin olan reaktorlerin ki ise 4671 £ 916 ve 4605
+ 1056 mg/L degerlerini almistir.

Oncelikle, ayni kosular altinda cift calisilan
reaktorlerin sahip oldugu UAKM degerleri ara-
sinda bir korelasyon olup olmadigina bakilmis-
tir. Yapilan istatistik analizler sonucu 10 giin ¢a-
mur yasina sahip reaktorlerde pearson korelas-
yon katsayisinin 0.892 oldugu bulunmustur. Bu
deger istatistiksel olarak yiiksek korelasyon ola-
rak degerlendirilebilecek bir degerdir. Ancak, 3
giin camur yasina sahip reaktorlerde bu deger

0.598’¢ diigsmiistiir. Bu sonu¢ bize diisiik camur
yaslarinda isletilen reaktorlerde, yiliksek camur
yastyla isletilen reaktorlere gore, dissal bir etki
olan camur yas1 gibi bir isletme parametresinin,
i¢sel etki olarak degerlendirilen; bakterilerin bii-
yiime dinamiginden daha etkili olabilecegini
gostermektedir.

Aritma verimleri degerlendirildiginde, reaktor 1
ve 2°de (camur yas1 3 giin) % 88 £+ 14.5 ve % 88
+ 14.75 KOI giderim verimi elde edilirken bu
deger reaktor 3 ve 4’te (camur yas1 10 giin) %
96 £ 1.7 ve % 96 + 1.8’e ulasmustir. Nitrifikas-
yon verimini 6l¢gmek amaciyla NH3-N, nitrit ve
nitrat konsantrasyonlar1 6l¢lilmiistiir. 3 giin ¢a-
mur yasina sahip reaktér 1 ve 2’de nitrat kon-
santrasyonlart 0 ila 28.48 mg/L ve 0 ila 25.0
mg/L arasinda degisirken; 10 glin camur yasina
sahip reaktor 3 ve 4’te ise sirasiyla 40 ve 34
mg/L’ye kadar yiikselmistir. Nitrit konsant-
rasyonlar1 incelendiginde reaktoér 1 ve 2’de en
fazla 10 mg/L degeri elde edilmistir. Reaktor 3
ve 4’te ise bu deger ilk 30 giin boyunca 2.5
mg/L’nin asagisinda kalirken c¢alismanin ilerle-
yen asamalarinda 18 mg/L ve 17 mg/L’ye kadar
yiikselmistir (Sekil 2).

FISH Sonuglan
Calisma siiresince alinan 5 numunede toplam
Amonyag1 Oksitleyici Bakteri (AOB) sayis1 FISH

—8— Reaktdr 1-SRT=3 giin
—&— Reaktdr 2-SRT=3 gun
UAKM —a— Reaktdr 3-SRT=10 giin
—A— Reaktor 4-SRT=10 gln
= 7000 ~
)
£ 6000 -
=
S 5000
>
0
£ 4000 -
IS
% 3000 -
G
X 2000 -
(2}
2 1000 -
-
< 0
Zaman (giin)

Sekil 1. Caligma siiresi boyunca reaktorlerin sahip oldugu UAKM degerleri
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35 | —e— SBR 1 NO3-
—a— SBR 1 NO2-
30 4 —=—SBR 1 NH3

mg N/I

@ 8 8 b ¥ 2 ¢ 8
Zaman (Giin)

57
61

—e— SBR 3 NO3-
—a— SBR 3 NO2-
30 —=—SBR 3 NH3

mgN/I

Zaman (Giin)

40 -

35 | —e—SBR 2 NO3-
—a—SBR 2 NO2-
30 —=— SBR 2 NH3
25 |
; 20 4
g 15 |
10
5,
0 a4 a aaate
T2 k5 8835 T 2 28505 5

Zaman (Giin)

—e—SBR 4 NO3-
—a— SBR 4 NO2-
—=—SBR 4 NH3

mg N/l

Zaman (Giin)

Sekil 2. Reaktorlerdeki amonyak, nitrit ve nitrat konsantrasyonlarinin zamana bagl degisimi
(a) Reaktor 1, (b) Reaktor 2, (c) Reaktor 3, (d) Reaktor 4

yontemi  kullanilarak ~ bulunmustur.  FISH
yontemi sonucu elde edilen mikroskop goriin-
tiileri kullanilarak, her bir numunedeki mikro-
koloni sayist tespit edilmis ve Coskuner ve
digerleri (2005) tarafindan tanimlanan yon-
temle toplam AOB sayis1 bulunmustur.

Hesaplamalar sonucunda Tablo 4’te verilen
sonuglar elde edilmistir. Toplam AOB sayilar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, gerek 3
giin gerekse 10 giin ¢camur yasiyla isletilen es
reaktorler arasinda bir uyum goriilmemistir. Bu
sonuglar, reaktorlerde lineer olmayan biiyiime

dinamiginin etkili olabilecegi sonucunu akla
getirmistir.

Ozellikle 10 giin c¢amur yas1 ile isletilen
reaktorlerde nitrifikasyon verimi oldukcga yiik-
sek ve stabildir. Buna ragmen, her iki reak-
tordeki AOB sayilar1 arasinda bir iliski mevcut
degildir. Bu sonug, komiinite stabilitesi yaninda
fonksiyonel stabilite iizerinde de durulmasi
gerektigini gostermistir. Toplam say1 agisindan
farklilik gosteren es iki reaktor galisma siiresi
boyunca fonksiyonel olarak kararli yapisini
siirdlirmeyi basarmustir.

Tablo 4. Reaktorlerdeki toplam AOB sayilarinin zamana bagl degisimi

Zaman  Reaktor 1 Reaktor 2 Reaktor 3 Reaktor 4

(Giin)  (hiicre/mL) (hiicre/mL) (hiicre/mL) (hiicre/mL)
12 5.13E+08 9.13E+08 3.77E+08 7.13E+08
21 6.08E+07 7.87E+08 5.41E+08 5.76E-+08
30 2.51E+08 6.53E+07 3.20E+08 1.77E+08
41 3.87E+08 9.75E+07 9.56E+07 9.03E+08
59 8.00E+07 1.06E+08 1.60E+08 2.86E+08
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Denatiiran gradyen jel elektroforezi
sonuclari

Toplam AOB sayist yaninda AOB komiini-
tesindeki degisiklikleri ve varsa es reaktorler
arasindaki benzerligi ortaya koyabilmek icin ali-
nan numuneler lizerinde DGGE analizleri yapil-
mis ve jel goriintiileri bilgisayar programi yardi-
miyla analiz edilmistir. Yapilan optimizasyon
caligmalar1 sonucu % 35-60 denaturan konsan-
trasyonunun DGGE analizi i¢in uygun oldugu
goriilmiis, PCR f{iriinleri bu denaturan konsan-
trasyonuna sahip jellerde yliriitiilmiis ve Sekil
3’de gosterilen goriintiiler elde edilmistir. Jel
goriintiilerinden de anlasilacag lizere, genel ola-
rak 10 gilin ¢amur yasinda isletilen reaktorler, 3
giin ¢amur yasinda isletilen reaktorlere gore
daha az tiir cesitliligine sahiptir. Benzer sekilde;
Saikaly ve digerlerinin (2005) yaptig1 bir ¢alisg-
mada, laboratuar Olgekli ardisik kesikli reak-
torler 2 ve 8 giin camur yaslarinda isletilmis ve
diisitk camur yasina sahip olan sistemde yiiksek
camur yasina gore daha ytiksek bir cesitlilik el-
de edilmistir. Bunun sebebi olarak, yiiksek ca-
mur yasina sahip sistemlerde belli tiirlerin bas-
kin hale gelmesi ve digerlerinin sistemden yi-
kanmasi gosterilebilir. Burada dikkat ¢eken diger
bir nokta, 10 giin camur yasma sahip reak-
torlerden elde edilen DGGE bantlarinin hepsi 3

glin camur yasinda isletilen reaktorlerde mev-
cuttur. Jel gorlintiileri bilgisayar programi kulla-
nilarak incelendiginde ve istatistiksel analizleri
yapildiginda ise, her iki ¢camur yas1 degerinde
isletilen es reaktorlerin sahip oldugu AOB tiirle-
rinin benzerligi acisindan zamana bagli olarak
bir azalma goriilmiistiir; ancak bu azalma 10
glin ¢amur yasina sahip reaktdrlerde daha faz-
ladir. 3 giin ¢gamur yasina sahip es reaktorlerde,
en diisiik benzerlik 33. giinde alinan numunede
gortlirken (% 70.6), 10 giin ¢amur yasinda
isletilen reaktorlerde ise bu deger 41. giinde %
26.7’ye diismiistiir. Bu durum diisiik camur ya-
sina sahip reaktorlerin zamana bagl olarak sta-
bil yapilarim1 yiiksek ¢amur yasinda isletilen
reaktorlere kiyasla daha iyi koruyabildiklerini
gostermektedir.

Her bir reaktoriin AOB g¢esitliligindeki degisim
kendi i¢inde incelendiginde, yine ayni sekilde
diisitk camur yasina sahip her iki reaktorde de
kendine benzerlik degeri yiiksek ¢amur yasinda
isletilen reaktorlere gore daha fazladir. 10 giin
camur yasina sahip her iki reaktdrde de 6zellikle
32. giinden sonra baslangi¢ zamaninda alinan ilk
numuneye gore (10. giin) benzerlik % 0’a kadar
diismiistlir. 3 giin camur yasinda igletilen reak-
torlerde ise bu deger en diistik % 75 olmustur.

Sekil 3. Reaktorlerin sahip oldugu AOB komiinitelerinin DGGE profilleri
Serit 1-2: 10. giin; 3-4.: 24. giin, 5-6: 33. giin, 7-8: 40. giin; 9-10 48. giin; 11-12: 56. giin
(a) 3 giin camur yasiyla isletilen Reaktor I ve 2; (b) 10 giin camur yasiyla igletilen Reaktér 3 ve 4
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Bu sonuglar, reaktorlerin nitrifikasyon perfor-
manstyla birlikte degerlendirildiginde, daha az
cesitlilige sahip olsa ve stabil bir AOB populas-
yonunu siirdiiremese bile 10 giin ¢camur yasiyla
isletilen sistemin nitrifikasyon veriminin daha
stabil oldugu goriilmiistir. Bu bulgular,
Fernandez ve digerleri (1999) tarafindan elde
edilen sonuglarla uyumludur. Arastiricilar, bir
yildan uzun siireyle laboratuar 6lgekli bir an-
aerobik reaktor isletmislerdir ve stabil verim el-
de ettikleri halde mikrobiyal populasyonun yiik-
sek oranlarda dinamik oldugunu gostermislerdir.

AOB profillerinin istatistiksel analizinin yanin-
da, baskin olan bantlar kesilip, 16S rRNA bol-
geleri cogaltilmis ve dizi analizine gonderilmis-
tir. Elde edilen diziler bilgi bankasiyla karsilag-
tirlldiginda; bantlarin % 97.6 benzerlik ile
Nitrosomonas oligotropha’ya (EBI erisim nu-
marast: AF272422); % 97.4 benzerlik ile
Nitrosomonas sp.’ye IST9A3 (EBI erisim numa-
rasi: AJ621026); % 97.7’nin lizerinde benzerlik-
lerle heniiz kiiltiire alinmamis olan beta-
proteobakterilere (EBI erisim numaralari:
AY062126, DQ413103,DQ376558, AY064177)
ait olabilecegi gortilmistiir.

Daha uzun 16S rRNA dizi analizi daha fazla bil-
gi saglayacaktir ancak edinilen bilgiler literatiir-
le uyum igerisindedir. Nitrosomonas tiirleri nit-
rifikasyon reaktorlerinde en fazla rastlanan tiir-
lerdir ve bu c¢alismada da 4 reaktorde biitiin ca-
lisma boyunca goriilmiislerdir (Purkhold vd.,
2000).

Sonuglar

Bu calisma farkli camur yaslarinda isletilen es
reaktorler arasinda, toplam AOB sayis1 ve AOB
komiinitesi acisindan benzerlikleri ortaya koy-
mak; elde edilecek sonuglar1 nitrifikasyon veri-
mi ve stabilitesi ile iliskilendirmek amacryla yii-
rlitiilmistiir. Sonuglar, diisiik camur yasinda is-
letilen nitrifikasyon reaktorlerinin, yliksek ¢a-
mur yasinda isletilenlere oranla daha yiiksek bir
AOB gesitliligine sahip oldugunu gdstermistir.
Ancak, elde edilen bulgular nitrifikasyon verimi
ile iliskilendirildiginde, yiiksek AOB c¢esitliligi-
ne sahip olsa bile 3 giin camur yaginin stabil bir
nitrifikasyon verimi elde etmeye yeterli olma-
dig1 bir kez daha gosterilmistir. FISH analizi ile
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elde edilen toplam AOB sayilar1 da benzer se-
kilde stabil bir AOB populasyonunun sistemde
var olmadigini ortaya koymustur. Es reaktorler
arasinda toplam AOB sayis1 acisindan bir kore-
lasyon goriilmemistir.

Yapilan ¢alisma, bu konuda literatiirde mevcut
olan bilgi eksikligi dikkate alindiginda 6nem arz
etmektedir. Aritma reaktdrlerinin stabilitesi ve
populasyon dinamigi ile iliskilendirilmesi konu-
larinda heniiz kesin bilgiler elde edilmemistir.
Bu caligma, ileride yapilacak aritma sistemi ta-
sarimlarina yeni bir bakis acist getirmektedir.
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