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Mikroorganizmalarin  kullandiklari karbon kaynaklarina bagh olarak ylzey
Ozelliklerinde meydana gelen degisikliklerin gbézenekli ortamda tasinima etkisi,
kesikli ve kolon reaktorler kullanilarak incelenmistir. Kesikli reaktorler,
mikroorganizmalarin dreme kinetiklerinin, kolon reaktorler ise taginim 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullaniimistir. Petrol turevleri ile kirletiimis topraktan izole edilen
mikroorganizma kulturleri, fenol ve glikoz olmak UGzere iki farkli karbon kaynaginin
bulundugu ortama asilanmig, gelisim evrelerine bagli olarak ylzey 6zelliklerinde
meydana gelen degisiklikler izlenmistir. Karbon kaynagi olarak fenol'i kullanan
mikroorganizmalarin yuzey hidrofobisitesinin, glikoz kullanan kulturlere oranla

daha yuksek oldugu, gelisim evrelerine bagl olarak da yuzey o6zelliklerin ve

yumaklagsma miktarlarinin degisebilecegi tespit edilmistir.

Kolon reaktdrlerde, mikroorganizmalarin ylzey hidrofobisitelerindeki degisime
bagli olarak farkli akis hizlarinda tasinim 6zellikleri incelenmigtir. Deneylerde 4,5
mL/d (dusuk akis hizi) ve 10 mL/d (yUksek akis hizi) olmak Uzere iki farkl akis
hizi kullanilmigtir. YUksek yluzey hidrofobisitesine sahip mikroorganizmalarin
kolonda tasinimlarinin, dusik yuzey hidrofobisitesine sahip mikroorganizmalara
oranla daha zor oldugu, hidrofobik ylzey 6zelligi gosteren mikroorganizmalarin

kolonda kum ylUzeyine tutunma oranlarinin daha fazla oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Karbon kaynaklari, yuzey ozellikleri, hidrofobisite, bakteri

tasinimi, akis hizlari, fenol, glikoz.

Danisman: Yrd. Dog¢. Dr. Selim SANIN, Hacettepe Universitesi, Cevre
Muahendisligi Bolumu, Cevre Muhendisligi Anabilim Dali
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ABSTRACT

Changes in the surface properties of microorganisms, depending on the carbon
source differences were investigated by batch and continous systems. The effect
of surface properties on bacterial transport in porous media is studied using

column reactors.

Microorganism cultures isolated from soil portions polluted by oil derivatives were
inoculated to media with two different carbon sources, namely phenol and glucose.
Following isolation growth kinetics of microorganisms were determined by using

batch reactors.

Hydrophobicity of microorganisms which utilized phenol as the carbon source
were observed to be higher than the group of microorganisms with glucose as the
carbon source. Surface properties and flocculation amounts may change

depending on growth phases.

Different flow velocities, 4,5 mL/min (low flow velocity) and 10 mL/min (high flow
velocity), were used in column reactors in order to observe transport behavior
related to bacterial surface properties. Advection through the colums were
observed to be more diffucult for microorganisms with higher surface
hydrophobicity compared to microorganisms with lower surface hydrophobicity.
Moreover, the percentage of the microorganisms absorbed on the sand surface

were higher for the microorganisms with hydrophobic surface properties.

Keywords: Carbon source, surface properties, hydrophobicity, bacteria transport,

flow velocities, phenol, glucose.
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1. GIRIS

Fenol, klorofenol, benzen, toluen, etilbenzen ve ksilen gibi aromatik hidrokarbonlar
petrokimyasal Urlnlerde, cogunlukla benzin ve endustriyel ¢ézuculerin blunyesinde
bulunmaktadir. Fenol ve klorofenoller, o6zellikle endustriyel atiklarin ortama

birakilmasindan dolayi ¢evrede serbest olarak yer almaktadir (http://www.wiley-
vch.de/books/biotech/pdf/v11b_aero.pdf).

Organik ve aromatik bir bilesik olan fenol, ¢gevrede dogal ve petrol tesisleri, plastik
imalathaneleri, regine Uretim prosesleri gibi endustriyel tesislerin aktivitelerine
bagli olarak bulunur. Suda ¢dézlnebilen fenol, endustriyel tesislerinin atiksularinin
desarjl sonucunda genellikle akarsu, nehir ve golleri kirletir (Prpich and Daugulis,
2004).

Toksik bir bilesik olan fenol’lin agiz yoluyla alinimi sonucunda insanlarda kan
basincinda dusme, nabiz zayifigi, kalp hastaliklari, karaciger ve bdbrek
tahribatlarinin gergeklestirdigi bildirilmistir. Aragtirmalar da 1 g fenol’n insanlarda
oldartcu bir etkiye sahip oldugu, yuksek fenolik maddeler igeren sularin
tiketilmesinin kansere yol acabilecedi belirtiimisti. Bu gibi olumsuz etkileri
nedeniyle Dinya Saglik Orgiti (WHO) tarafindan fenol konsantrasyonu igme

sularinda 1mg/L olarak sinirlandiriimigtir (Nuhoglu and Yalcin, 2005).

Fenolik maddeler igceren atiksularin aritilmasinda fiziksel, kimyasal ve biyolojik
metotlar kullaniimaktadir. Fiziksel ve kimyasal aritimda genellikle, adsorpsiyon ve
membran prosesler, biyolojik aritimda ise mikroorganizmalar tercih edilmektedir.
Biyolojik aritma proseslerinde kullanilan mikroorganizmalar, ¢esitli aromatik
bilesikleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak bir dizi katabolik reaksiyonlar

sonucunda pargalayabilmektedir (Diaz and Prieto, 2000).

Toprak kirliliginin 6nlenmesinde mikroorganizmalar son yillarda sikga kullaniimaya
baslanmigtir.  Biyolojik iyilestirme uygulamalarinda, yerel ekolojiye ait
mikroorganizmalarin yani sira zararl kimyasallari parcalayabilen 6zel kultlrlerde
kullaniimaktadir. Bu kultlrler topraga 60zel asilama yodntemleriyle enjekte

edilmektedir (Harvey and Garabedian, 1991; Marlow et al, 1991; Bolster et al.,



2001). Arntim potansiyelinin basarisi mikroorganizmalarin tasinimina baghdir
(Canter and Knox, 1986).

Toprakta ve yeralti suyunda var olan mikroorganizmalar, yeralti sulari ile birlikte
tasinirlar. Bu tasinim, yeraltt suyunda kirlenme problemi yaratmasina kargin
biyolojik iyilestirme uygulamalari agisindan 6nemlidir. Mikroorganizmalarin yeralti
suyu ile tasiniminda, suyun kimyasi, akis hizi, gdézenekli ortamin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri, mikroorganizmalarin boyutu, ytzey 6zellikleri etkilidir (Travos
et al., 1990). Mikroorganizmalarin gozenekli yapi ile etkilesimi, taginim sirasinda
yer alti suyu icerisinde bulunan ¢6zunmus kimyasallardan farkli davranmasina
sebep olur. Bu farkliliklar takiima, dispersiyon, kemotaksis, sorpsiyon gibi temel
proseslerin bir sonucudur ve sartlara bagl olarak bir veya daha fazla proses

baskin hale gelir (Harvey and Garabedian, 1991).

Mikroorganizma tasinimina etkisi olan parametreler incelendiginde su ve toprak
yapisini degistirmek mumkin olmadigindan, bunun yerine tar cesitliligi, morfoloji
secilebilirligi ve yuzey Ozelliklerinin kontrol edilebilmesi mikroorganizmalari
muhendislik uygulamalari acgisindan cazip hale getirmektedir (Sanin et al., 2003).
Pompalamanin kullaniimadigi uygulamalarda, bakteri yluzey o6zellikleri 6n plana
clkmakta ve tasinim mesafesi Uzerinde etkin olmaktadir (Dong, 2002).
Mikroorganizmalarin fizyolojik Ozelliklerinin de taginim Uzerinde etkili oldugu,
degisik Ureme fazlarindan etkilendigi yapilan ¢alismalar soncunda gozlenmigtir
(Sandrin et al., 2001).

Bu calismada, bakterilerin tasinimi Uzerinde etkili parametreler ele alinmis, en
onemli iki parametre, yeralti suyunun hizi ve bakteri yuzey Ozellikleri arasindaki
iliski incelenmistir. Deneysel c¢alismanin ilk asamasinda kesikli reaktorlerde,
mikroorganizmalarin farkli karbon kaynaklarinda Ureme Kinetikleri, gelisim
evrelerine bagli olarak yuzey 6zelliklerindeki degisim, yumaklagsma oranlari, hiicre
digi polimer miktarlar belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda ise, kullanilan
karbon  kaynagina bagl  olarak farkli  ylzey Ozellikleri  gOsteren
mikroorganizmalarin gdzenekli ortamda tasinim deneyleri kolon reaktorler
kullanilarak gergeklestirilmigtir. Akis hizinin taginima etkisini belirleyebilmek igin

kolon reaktor, yavas (4,5 mL/d) ve yuksek (10 mL/d) akis hizinda galistiriimigtir.
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Reaktorin belli noktalarindan alinan o6rneklerin MLVSS analizleri sonucunda
mikroorganizmalarin yogunlastigi bolgeler tespit edilmigtir.



2. BILGI BiRIKiMmi

Konu ile ilgili bilgi birikimi, temel kavramlar ve yapilmis galismalar adi altinda
gruplandinimigtir.  Temel kavramlar, kullanilan model kimyasallarin teknik
Ozelliklerini, ¢evresel o©Onemini, mikroorganizmalarin yasamsal dongusunu,
kirleticilerin bu dongudeki yerini, taginim kavramini ve ilgili denklemleri ile
bakteriyel ylzey o6zelliklerini, 6lgim metotlarini ve kullanim alanlarini yapilan

calisma hedefli 6zetlemektedir.

2.1. Temel Bilgiler
2.1.1. Fenol
2.1.1.1. Fenol’Gn tanimi

ilk olarak 1834 yilinda F. Runge tarafindan kémir katranindan izole edilen fenol,
karbolik asit olarak isimlendirilmigtir (Jordan et al., 1986;
http://www.nsc.org/library/chemical/Phenol.ntm).  Fenol ve onun  yuksek
homologlari, benzenoid yapi zincirine eklenen hidroksil, metil, amid veya sulfonik
gruplar igceren aromatik molekullerdir (Kumaran and Paruchuri, 1997). Fenoller
icerdikleri hidroksi grubu sayisina bagli olarak monohidrik, dihidrik, trihidrik,
polihidrik fenoller olarak siniflandirilir (http://en.wikipedia.org/wiki/Phenol).

2.1.1.2. Fenolun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Fenol; saf halde renksiz veya donuk beyaz renkli bir kati, satilan ticari Urunu ise
sividir. Hava ve isikla temas halinde pembemsi bir renk alir. Mide bulandiran,
keskin bir kokusu vardir. insanlar havada 40 ppb, suda 1-8 ppm oraninda fenol
kokusunu alabilirler (ATSDR, 1998). Suya go6re buharlagsma derecesi daha
duguktur, su icerisinde kismen ¢ozunebilir ve yanicidir (IRIS, 2002).

Fenoller duslk ¢ézunurlige, yuksek uguculuga, zayif iyonlasma kapasitesine ve
dusuk buharlasma basincina sahiptir. Zayif organik asitlerdir ve kuvvetli bazlar
icerisinde ¢ozunurler (Livingston and Chase, 1989;
http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc161.htm#SectionNumber:1.1).

Fenol’'ln fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cizelge 2.1.’de gosterilmigtir.



Cizelge 2.1. Fenol’'ln fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (ATSDR, 1989; HSDB, 1995;

1999)
OZELLIK ACIKLAMA
Kimyasal ismi Fenol
Kimyasal Formulu CesHsOH
COH

Ty
Kimyasal Yapisi e
Kimlik Numarasi (CAS) 108-95-2
Molekul Agirlig 94,11
Renk Renksiz,
Fiziksel Hali Kati, Sivi
Yogunlugu ( 20 °C'de) 1,0576 g/cm®
Kaynama noktasi 181,75 °C
Erime noktasi 40,9 °C

Kokusu

Keskin kokulu

Koku esik degeri

40 ppb ( 150 pg/m®)

Cozunurlagu
e Su'da

* Organik ¢ozuculer'de

86,000 ppm

Alkol, karbon tetraklorid, asetik asit ve
likit sulfar dioksit cozlculerde ¢ok
iyi,

Kloroform, etil eter, karbon disulfit gibi
cOzuculerde iyi,

Benzen icerisinde ise ¢ok az ¢ozundr.

Buhar Basinci (25 °C'de)

0,3513 torr

Henry Kanunu Sabiti 25 °C'de

3,97 x 107 ATM.m>/mol

Doénlsuim Faktora

1 ppm = 3,85 mg/m®




2.1.1.3. Cevresel fenol kaynaklari

Fenol'lin, dodal ve antropojenik olmak Uzere iki farkh kaynagi bulunmaktadir.
Dogal kaynakh fenol, yiyeceklerin, insan ve hayvan atiklarinin, bazi organik
maddelerin gurimesi ve orman yanginlari sonucunda ortama birakilir. Benzen'in
gunes 1s1g1 vasitasiyla atmosferik olarak parcalanmasi, bir diger dogal fenol

kaynagidir (http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc161.htm).

Fenolin antropojenik kaynaklari ise, otomobillerin motorundan ¢ikan egzoz
gazlari, sigara dumani, 1Isinma amagli yakilan odunlar, kimyasal Uretim prosesleri;
ornegin fenol Uretim tesisleri, ilag endustrisi ve pestisit Gretim tesislerinden

kaynaklanan atiklardir (Kumaran et al., 1997).

2.1.1.4. Fenol’iin kullanim alanlari

Komur katranindan elde edilen fenol'lin baslica kullanim alanlari; fenolik
recginelerin ve bisfenol A'nin Gretimidir. Fenolik regineler kontrplak, yapi, otomotiv
ve cihaz endustrisinde kullanilirken bisfenol A, epoksi regineler ve plastik
imalatinda ara madde olarak kullaniimaktadir (ATSDR, 1998).

Fenolin diger kullanim alanlari ise; icerdigi slimicide (bakteri ve funguslar Uzerinde
toksik etki gosteren bir kimyasal)'den dolay! dezenfektan olarak saglik sektorunde,
kulak ve burun damlalari, uguk losyonlari, gargaralar, agr1 kesici ilaglar, bogaz
pastilleri antiseptik losyonlar dahil tibbi hazir ilaglarin Gretiminde yaygin olarak
kullanim alanina sahiptir. Ayrica boya ve pestisitterde de ham madde olarak
kullaniimaktadir (ATSDR,1998).

2.1.1.5. Fenol’uin canlilar uzerine etkileri

Fenoller, dusik konsantrasyonlarda bile organizmalara zararli olduklar igin
oncelikli kirleticiler, insan sagligina olasi zararlarindan dolayl ise tehlikeli

kirleticiler siniflarinda yer almaktadir (Banat et al., 2000).

Fenoller'in insanlar Uzerindeki kisa donemli etkileri (akut); solunum yollarinda
tahrig, bag agrisi ve gozlerde yanma olarak tespit edilmistir. Fenole diuguk

dlzeyde maruz kalmis insanlarda gorilen uzun dénemli etkileri (kronik); halsizlik,



kas agrisi, sinirlilik, kilo kaybi ve yorgunluktur. Yiksek duzeyde maruz kalmis
insanlarda gorulen kronik etkiler ise; akciger kanserinde artis, kalp hastaligi ve
bagisiklik sistemine olan olumsuz etkileridir. Haftalarca yiksek konsantrasyonlu
fenole maruz kalmak; felg, kalp, bébrek ve karaciger gibi organlarda bazen 6limle

sonugclanabilecek zararlara yol agabilmektedir (IRIS, 2002).

Deri yoluyla fenole maruz kalan insanlarda; karaciger hasari, ishal, kara idrar ve
akyuvarlarin yok olmasi gibi etkilerde bulundugu belirlenmigtir. Derisik
miktarlardaki fenolun deriyle temasi sonucunda ise insanlarda 6umle sonuglanan
vakalara rastlanmistir (IRIS, 2002).

Fenol iceren sularin igilmesi siddetli agrilara, bdbrek bozukluklarina, agir

sarsintilara hatta 6lumlere neden oldugu belirlenmigtir (IRIS, 2002).

Fenolln insanlarda kansere neden olup olmadidi kesin olarak bilinmemektedir.
Fareler Uzerinde yapilan deneyler sonucunda ise, kanser olusumu tespit edilmistir

(http://www.epa.gov/ttn/atw/hlthef/phenol.html).

Fenolln tibbi kullanimlari sonucunda, olumlu etkileri de gézlemlenmistir. Deriye az
miktarlarda uygulandiginda, antiseptik 6zellik gbsterir. Anesteziktir (agr1 dindirir) ve
bogaz agrilarinda kullanilan bogaz pastilleri, bogaz spreyleri ve gargaralarin iginde
bulunur. Sudaki fenolin az miktarda sinir dokusuna enjekte edilmesi aciyi azaltir.
Fenol, deriyle temas ederse derinin dis tabakalarini yok eder ve az miktarda
konsantre fenol ¢dzeltisi bazen sigil ve diger deri lekelerini gidermek amaciyla
kullanilir (ATSDR, 1989).

Hayvanlarin, yuksek konsantrasyonlu fenol iceren havayi birka¢ dakikaligina
solumalari sonucunda akcigerlerinde tahris meydana geldigi, bu slrenin uzamasi
halinde kas titremeleri ve koordinasyon kaybina neden oldugu bildirilmigtir
(ATSDR, 1989).

Genellikle petrol rafineleri, komur isleme tesisleri gibi endustri kuruluslarindan su
ortama birakilan fenol ve bilesiklerinin ekolojik dengeyi bozarak , akuatik yasami

olumsuz yonde etkiledikleri  belirlenmigtir.  5-25 mg/L  gibi  dusuk
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konsantrasyonlarda dahi baliklar Gzerinde olduricu etkileri bulundugu tespit
edilmigtir (Saha et al., 1999).

Fenol ve bilesikleri, sucul yagsam ve insana karsi potansiyel olarak zehirlidirler.
Alici suda, oksijen ihtiyaci yaratirlar ve igme suyunun klorlanmasi sonucu olusan
klorlu turevlerinin ¢cok az konsantrasyonda dahi tat ve koku olusturduklar tespit
edilmistir. Ayrica fenol igeren sularin klorlanmasi sonucu olusan poliklorlu fenol
bilesiklerinin, canlilar tzerinde dogrudan zehirli etki yaptigi belirlenmistir (Nakhia
and Al-Harazin, 1993; Saha et al.,1999).

Fenolik bilesiklerin toksisitesi, sucul ortamda , tatli su organizmalari Uzerinde
yapilan akut toksisite testleri ile arastiriimistir. Arastirma sonucunda fenolik
bilesiklerin, sucul organizmalar i¢cin ppm konsantrasyonunda asiri derecede toksik
oldugu belirlenmigtir (Guerra, 2001).

Fenol’'in mikroorganizmalar igin zehirli etkiye sahip olmasina karsin fenole direngli
sinirli sayida bakteri turleri tarafindan biyolojik olarak pargalanmasi mumkundur
(Saha et al., 1999).

2.1.1.6. Fenol kirliligi iceren atiksular

Yuzey sularinda fenol'in baslica kaynaklari; benzin ve yag rafineri tesislerinden,
kimyasal igletmelerden ve plastikleri igleyen tesislerden gelen atiksulardir
(Kumaran et al.,1997) .

Atiksularda, 2000’den fazla kimyasal kirletici bulunmaktadir. Bunlarin 600’den
fazlasi organik kokenlidir. Fenoller ve tlurevleri ise bilinen en toksik ve tehlikeli
organik kirleticiler arasinda yer almaktadir ve endustriyel atiksularda sik¢a fenol ve
tirevlerine rastlaniimaktadir. Ozellikle kémiir isletmelerinin, kémir destilasyon
tesislerine ait atiksular yuksek miktarlarda fenol kirliligi igerirler. Fenolik bilesikler;
kagit hamuru ve kagit agartma tesisleri, regine, pestisit endustrisi atik sularinda
yuksek miktarlarda bulunmaktadir. Ayrica sogutucu, yangin soéndiricu, boya
¢bzlicu endustrileri atik sularin yuksek konsantrasyonlarda haloaromatik

kirleticiler icermektedir. Zehirli ve bozunmayan vyapilarindan dolayr bu



haloaromatik kirleticiler, dnemli ¢evresel problemler olusturmaktadirlar. Endustri
tesislerinin  tirune goOre atiksulardaki fenol konsantrasyonu dedgisiklik
g6stermektedir (Yener ve Aksu, 1997). Uretim tesislerinin atiksularinda bulunan

baslica fenolik bilesikler Cizelge 2.2’de verilmigtir.

Cizelge 2.2. Atiksulardaki fenol ve ilgili aromatik bilesiklerin kaynaklari (Kumaran
et al., 1997)

Kaynak Onemli Fenolik Bilesikler

Hidrokarbonlar (alkanlar, sikloalkanlar, poliaromatik
hidrokarbonlar), benzenler, toluenler, substituted
Petrol rafineri
benzenler, n-oktanlar, n-dekanlar, naftalinler, bifeniller,

fenol, siyanur, sulfat ve amonyak

Naftalin, heptanlar, benzenler, bltadiyen, C-4 alkoller,

Petrokimyasallar i
fenol ve resorkinol

m-amino fenol, resorkinol, dinitrofenol, p-nitrofenol,
Temel Organik trinitrofenol, benzen sulfonik asit, anilin,

Kimyasal Uretimi | klorobenzenler, toluenler, benzoik asit

Fenol, katekol, o-, m-, p-krezoller, resorkinol,
Komur Aritim Tesisi | hidrokuinon, pirogallol, poliaromatik hidrokarbonlar,
piridinler, pikolinler, lutidinler, ksilenler, toluenler,

benzoik asit

. o Toluenler, benzil alkoller, fenil asetik asit, benzenin
llagc Endustirisi o
klorlu GrGind, kloroform, eter, etil alkol

Tanen, katekhin, fenol, klorofenol, nitrofenoller
Tabakhane

Lignin, vanilin, vanillik asit, dehidrodivanillin, ferulik
Seliloz ve Kagit asit, kinnamik asit, protokatekhuik asit, gentisik asit,
Fabrikalari benzoik asit, katekhol, koniferyl alkol, fenil propiyonik

asit, fenoller ve klorofenoller




2.1.1.7. Fenol’iin aritimi

Fenolik maddeler igceren atiklarin aritiimasinda; fiziksel, kimyasal ve biyolojik
metotlar kullaniimaktadir. Halkaya bagli gruplarin sayisi, pozisyonu, tlrd, gruplarin
boyutu ve karmasikligi, bilesenlerin sayisi bunlarin uzaklastiriimasini etkileyen
faktorler arasindadir (Bulbul ve Aksu, 1997). Kullanilan fiziksel ve kimyasal
yontemler; adsorpsiyon, iyon degisimi ve membran prosseleri igerir (Sarkar et al.,
2002). En yaygin fenol aritim metodu, aktif karbonda adsorpsiyon veya iyon
degisim recineleri uygulamalaridir (Gupta et al., 2003). Biyolojik aritimda ise,
aromatik substratlarin biyolojik parcalanmasi igin Ozellikle heterojen

mikroorganizma populasyonlari kullanilir (Dluhy et al.,1993).

2.1.1.8. Fenol ile ilgili yasal diizenlemeler

Ulkemizde, TS-266 ile kabul edilen icme suyu standartlarina gore tavsiye edilen
fenol degeri bulunmamaktadir. Maksimum deger ise 2 pg/L olarak
sinirlandirimigtir. Dinya Saglk Teskilati (WHO)' nin standartlarina gore evrensel
olarak standart 2 ug/L, hedef 1 pg/L olarak belirlenmistir. ABD’de ise hedef 1

Mg/L'dir (http://www.aquasu.com/sustandartlari.htm).

Su Kirliligi Kontrolu Yonetmeligi'nde; kita igi su kaynaklarinin siniflarina gore kalite
kriterlerinde fenolin mg/L olarak degerleri; 1. Sinif sular igin 0.002, Il. Sinif sular
icin 0.001, HI. sinif sular icin 0.1 ve IV. Sinif sular i¢gin 0.1°den blyuk olmasi
gerektigi belirtiimistir (SKKY, 2004). Rekreasyon amagli kullanilan kiyi ve deniz
sularinda saglanmasi gerekli standart deger ise, fenol kokusunun duyulmayacak
kadar az, 5 uyg/L’'nin altinda olmasi gerektigidir. Deniz suyunun genel kalite
kriterinde, 1 ug/L fenol konsantrasyonu kriter deger olarak belirlenmigtir. Kentsel
kanalizasyon sistemlerine baglanti i¢cin 6ngdrulen standartlar igerisinde fenol,
kanalizasyon tesisleri tam aritma ile sonuglanan toplama sistemlerinde 20 mg/L,
kanalizasyon tesisleri derin deniz desarji ile sonuglanan toplama sistemlerinde ise
10 mg/L sinir degeri olarak verilmistir (SKKY, 2004).
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2.1.2. Mikroorganizmalarin Geligim Evreleri

Mikroorganizmalarin gelisim edrisi incelendiginde birbirinden farkli bélgeler oldugu

g6zlemlenir. Mikroorganizmalarin gelisim evreleri Sekil 2.1.’de gosterilmigtir.

Bilge 1 Bilge 2 Bilge 3 Bilge 4

-

Bilge 5

IMikroorganizma derigimi

Zaman

Sekil 2.1. Mikroorganizmalarin zamana bagli olarak gelisimi

Mikroorganizmalar, besi maddeleri iceren bir ortama asilandiklari zaman éncelikle
ortam bilesiklerine bagl olarak yeni enzimler sentezlerler ve metabolizmalarinda
gerekli dizenlemelere giderler. Bekleme donemi (1 nolu bdlge, lag faz) olarak
adlandirilan bu dénemde biyokultlede ¢ok az bir artis meydana gelir

(http://textbookofbacteriology.net/growth.html).

Bekleme doneminin ardindan ortama aligmis olan mikroorganizmalar, logaritmik
olarak biliyimeye baslarlar. Ustel Gireme dénemi (2 nolu bélge) olarak adlandirilan
bu evrede dengeli bir buyime vardir. Hem biyokitle hem de hicre sayisi hizla
artmaya baglar. Yeterli besi maddesinin bulundugu bu dénemde blylime hizi
substrat konsantrasyonundan bagimsizdir. Mikroorganizma derisiminin zamanla

degisimi klasik Monod esitligi ile ifade edilebilir (Monod, 1949 ).

dx/dt=pX (2.1.)
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Bu esitlikte; X mikroorganizma konsantrasyonunu, p ise 6zgul Ureme hizini
gosterir. Esgitlik 2.1. asagidaki sinir sartlari kullanilarak ¢ozullurse, Esitlik 2.2. elde
edilir.

t= 0 aninda; X=Xo

t=t aninda; X=X

In X/Xo = pt (2.2.)

Dengeli blyume evresinin sonuna dogru ortamda temel besi maddelerinin
azalmasi ya da zehirli kimyasallarin birikimi gibi nedenlerle buyume hizi azalir. (3
nolu bolge) ve plato bolgesine (4 nolu bolge) ulasilir. Plato bolgesinde net Greme
hizi sifirdir ve buyame ile 6lum hizlari birbirine esit hale gelir. Bu bolgede hucreler
metabolik olarak aktiftir ve genelde ikincil metabolitleri Uretirler. Hicrelerin i¢
solunum ile agirhk kaybi s6z konusu olup élen hicrelerden hiicre i¢i maddeler
digari salinir ve bu maddeler canli mikroorganizmalar tarafindan kullanilr

(http://textbookofbacteriology.net/growth.html).

Plato bdlgesinin ardindan ortamda besi maddelerinin tamamen tuketilmesi ve
toksik Urunlerin miktarindaki artisa bagl olarak mikroorganizmalar Olmeye
baglarlar. Olim bolgesi (5 nolu bélge) olarak adlandirilan bu bdlgede
mikroorganizma konsantrasyonu azalmaya baslar

(http://textbookofbacteriology.net/growth.html).

2.1.3. Organik Kirleticileri Pargalayabilen Mikroorganizma Tirleri

Toprak altinda, kirletiimenin gergeklestigi oksijenli bolgelerde bulunan ve organik
kirleticileri pargalayan mikroorganizma turleri gelisimleri icin gerekli olan enerjiyi,
dogal ve zenobiyotik bilegikleri karbon kaynagi ve elektron vericisi olarak
kullanarak saglarlar. Bakteri populasyonlari, organik Kkirleticileri metabolize
edebilmelerine ragmen tek bir bakteri, topraktaki kirletici olarak bulunan organik
bilegiklerin hepsini veya bir kismini parcalayabilecek enzimatik kapasiteye sahip
degildir. Karigik mikroorganizma kulturlerinde, organik bilesikleri pargalayabilmek
icin gerekli olan genetik bilgi, tek bir mikroorganizmaya gore daha fazladir. Bu
nedenle mikroorganizma populasyonlari, ¢ok guglu biyolojik pargalayabilme
potansiyeline sahiptirler. Ayni zamanda sicaklik, pH, ortamda var olan nitrojen ve

fosfat kaynaklari gibi ¢cevresel faktorlerde organik kirleticilerin pargalanma oranlari
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uzerinde etkide bulunmaktadir (http://www.wiley-
vch.de/books/biotech/pdf/v11b_aero.pdf ).

Aerobic, gram- negatif gubuk seklinde olan Pseudomodaslar organik kirleticileri
yuksek parcalayabilme potansiyeline sahiptirler. Bu ture Ornek olarak,
Pseudomonas putida ve P. fluorescens gosterilebilir (http://www.wiley-
vch.de/books/biotech/pdf/v11b_aero.pdf ).

Aromatik hidrokarbonlarin biyolojik olarak pargcalanmasini en iyi karakterize eden
mikroorganizma Kkdulttrlerinden biri Pseudomonas putida F1 tlradir. Bu kaltur,
toluen, benzen, etil benzen, fenol ve diger organikleri yegane karbon ve enerji
kaynadi olarak kullanir (Gibson et al., 1990). Alifatik ve aromatik hidrokarbonlar
tarafindan kirletilmis topraklarda baskin olarak bulunan mikroorganizma turleri

Cizelge 2.3.’de belirtilmigtir.

Cizelge 2.3. Alifatik ve aromatik hidrokarbonlar tarafindan kirletilmis topraklarda
baskin olarak bulunan mikroorganizma turleri (http://www.wiley-
vch.de/books/biotech/pdf/v11b_aero.pdf )

Gram-Negatif Bakteri Gram-Pozitif Bakteri
Pseudomonas spp. Nocardia spp.
Acinetobacter spp. Mycobacterium spp.
Alcaligenes sp. Corynebacterium spp.

Flavobacterium/Cytophaga grup | Arthrobacter spp.

Xanthomonas spp. Bacillus spp.

Bazi Pseudomonas turleri 100 farkli organik bilesigi karbon kaynagi olarak
kullanabilirler. Bu durum, c¢ok fazla mikroorganizma grubu igeren
Pseudomonas’larin yalnizca katabolik enzimlerine bagli degildir. Bunun yaninda
onlari metabolik duzenleme kapasitelerine de baglidir (Houghton and Shanley,
1994). Pseudomonas turunun disinda organik Kkirleticileri parcalama igleminde
ikinci 6nemli bir grup da; gram-pozitif Rhodococci ve Coryneform bakteri tarleridir
(http://www.wiley-vch.de/books/biotech/pdf/iv11b_aero.pdf).
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2.1.4. Aerobik Mikroorganizmalarin Organik Kirleticileri Pargalama Prensibi

Organik kirleticilerin cogu aerobik sartlar altinda hizli bir sekilde mikroorganizmalar
tarafindan pargalanabilmektedir (Riser-Roberts, 1998). Biyolojik parcalanma,
kompleks kimyasal bilesiklerin biyolojik olarak katalizlenerek azaltiimasi olarak
tanimlanabilir (Alexander, 1994). Mikroorganizmalar gelisimlerini surdurebilmek
icin karbon ve enerji kaynagi olarak organik kirleticileri kullanabilmektedir.
Organik kirleticilerin aerobik mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasinin temel

prensipleri Sekil 2.2'de gosterilmistir.

Hidrokarbonlar

0.

Oksijenle ilk temas

Cevresel Etkilerle Pargalanma

Cz

/&'\C

C, TCA dongusu ara

\ Urnleri

6

CO;

0.

wnunjog

N
Q
2
<
©
[0}
o
>
om

Yeni mikroorganizma olusumu H,0

Gelisme

Sekil 2.2. Aerobik mikroorganizmalarin tarafindan hidrokarbonlarin pargalanmasi
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Organik kirleticilerin, aerobik mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasinin temel

prensipleri agsagida belirtilmigtir:

+ Oncelikle mikroorganizmalar ve organik kirleticiler arasindaki metabolik
proseslerin gerceklesebilmesi i¢in kimyasallarin organizmalar tarafindan
erisilebilir olmasi gerekmektedir.

» Biyolojik parcalanma igin ilk hucre i¢i atak, oksidasyondur. Oksijenin
oksidasyonu, oksigenaz ve peroksidaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir.

» Pargalanma yollari, organik kirleticiyi agsama agsama merkezi pargalanma
yollarina hazirlar.

» Mikrobiyal kutlenin olugmasi metabolitlerin biyosentezi ile saglanir. Cesitli
biyosentezleme ve Ureme icin gerekli olan seker glikoneogenez ile saglanir.
(http://www.wiley-vch.de/books/biotech/pdf/iv11b_aero.pdf )

Aerobik biyolojik par¢calanma igleminin enzimatik anahtar reaksiyonlari, oksigenaz
ve peroksidazlar tarafindan katalizlenmesidir. Organizmalar organik maddeleri
parcalarken oksijene, besin maddesi ile temas ettikleri ilk an ve solunum zinciri
esnasinda olmak uUzere iki metabolik yerde ihtiya¢ duyarlar (http://www.wiley-
vch.de/books/biotech/pdf/v11b_aero.pdf ).

Yapay organik aromatik bilegiklerin (zenobiyotik) mikroorganizmalar tarafindan
parcalanabilmesi i¢in dncelikle dogada bulunan dogal bilesiklere donustiridlmesi
gereklidir. Bu amagla zeubiyotik bilesikler dncelikle katekhol ve protokatekhual’e
donugturalurler. Dogal ve zeuobiyotik aromatik bilegiklerin donusturaldukleri dogal
bilesikler Sekil 2.3'de gosterilmistir.
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2.1.5. Fenol’liin Biyolojik Olarak Pargalanmasi

Fenolli ortama maruz kalan mikroorganizmalar Oncelikle kendini bu ortama
adapte etmeye calisirlar (Wiggins and Alexander, 1988; Tibbles and Baecker,
1989). Fenol, bakteriler tarafindan aerobik sartlar altinda karbondioksit’e,
anearobik sartlar altinda ise karbondioksit ve metana donusur (Fedorak and
Hrudey, 1986; Fedorak et al., 1986; Dobbins et al., 1987; Aquino et al., 1988).
Benzoat, katekhol, cis-cis mukonat, - ketoadipat, suksinat ve asetat fenolln
biyolojik pargalanmasinda ara urtnlerdir (Fedorak et al., 1986; Knoll and Winter,
1987).

Aromatik halkalarin oksijen kullanilarak agilmasi orto veya meta oksidasyonu ile
gerceklesir. Her iki pargalanma mekanizmasi arasinda onemli farkhliklar vardir. Bir
bakteri turinde her iki mekanizmada gorulebilir. Kararli yapida olan fenol, oksijen
ilavesiyle katekhol denilen kararsiz bir yapiya doénastiralir. Katekhol’ln
parcalanmasi fenol'e gore oldukga kolaydir. Katekol fenol biyooksidasyonundaki
bir ara metabolittir ve sonra halka orto veya meta oksidasyonu ile acilir. Enzimatik
reaksiyonlarla parcalanan katekhol oksidasyon cesidine gore asetaldehit, piruvat
veya sulksin, asetil Co-A’'ya donuasturulir. Bu asamadan sonra TCA (Target
Channel Adapter, Hedef kanal adaptdérl) donglsune katilan bu maddeler,
mikroorganizmalar tarafin kullanilabilecek formlara donusturular (http://www.wiley-
vch.de/books/biotech/pdf/v11b_aero.pdf). Fenol’'lin orto ve meta oksidasyonu ile

parcalanma mekanizmasi Sekil 2.4.'de gdsterilmistir.
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2.1.6. Mikroorganizmalarin Yiizey Ozellikleri

Hucre yluzey o6zellikleri, mikroorganizmalarin ylzeye yapismasi Uzerinde etKkili
olan anahtar faktorlerdir. Kritik ylzey o6zellikleri arasinda yuzey hidrofobisitesi,
hicre disi polimerler (HDP) ve yluzey elektrostatik yukleri Snemli yer kaplamaktadir
(Ahn and Lee, 2003).

2.1.6.1. Hidrofobisite

Hidrofobisite, kelime anlami “suyu sevmeyen” olarak tanimlanir. Su iginde
¢6zunmeyen maddeler elektriksel olarak yuksuz ve non-polardir. Bu nedenle su ile
elektrostatik etkilesimlere egilim gdstermezler. Yag ya da oktan gibi hidrofobik
maddeler su igine karigtirildiginda, suyun digsina dogru ayrilmaya basglarlar. Su
molekulleri gozinmeyen maddenin fiziksel olarak igeri sokulmasiyla, kirlimig olan
hidrojen baglarini yeniden kurma egilimindedirler; bu nedenle materyali disa
iterler. Sonug olarak polar olmayan, ¢cézinmeyen molekiller suyun disinda ayri bir
tabaka olusturmak Uzere damlaciklar seklinde birlesmeye baglarlar ve sudan ayri
bir tabaka olustururlar (Keeton and Gould, 1999).

Hidrofobik etkilesimler, molekillerin kendi kendine toplanmasinda, biyolojik
membran yapilarinda ve proteinlerin yapilarinin tespit edilmesinde, merkezi bir rol

oynamaktadir (Israelachili, 1992).

Yuzey hidrofobisitesi genellikle mikrobiyal ylzeylerin suyu sevmemesi olarak
tanimlanir (Sanin, 2003). Biyolojik sistemlerde hidrofobik etkilesimler guglu uzun
non-kovalent etkilesimlerdir ve mikroorganizmalarin yuzeye yapigmasini
belirleyebilmek icin dikkate alinmasi gereken bir parametredir (Gannon et al.,
1991; Sanin et al., 2003).

Geligim  ortami, sicaklik, ortam pH's;, besi maddelerinin  eksikligi
mikroorganizmalarin yuzey hidrofobisitesini etkileyen parametrelerdir. Yapilan
calismalarda gelisim sartlarinin hicre yuzey hidrofobisitesini etkiledigi tespit
edilmistir (Van Loosdrecht et al., 1987).
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Yuzey hidrofobisitesi aerobik ve anaerobik mikroorganizmalarin biyofilm
olusturmasinda onemli bir rol oynamaktadir (Tay et al., 2002; Bossier and
Verstraete, 1996). Aerobik ve anaerobik mikroorganizmalar farkli kultir sartlarinda

hlcre yluzey hidrofobisite artisina bagli olarak yumaklasirlar (Tay et al., 2001).

Yuzey hidrofobisitesi 6lcimlerinde yaygin olarak kullanilan metotlar:
« Iki fazl sivi sistemlerinde ayrisma,
e Tuz yumaklanmasi sistemi,
» Polistiren mikro kureciklere tutunum yontemi,
e Temes acisi 6lgumd,
* Mikroorganizmalarin hidrokarbona tutunma miktarlarinin &lguimesi’dir
(Sanin et al., 2003).

Hidrokarbon testi, su fazinda bulunan mikroorganizmalarin ylzey 6zelliklerine
bagli olarak hidrokarbona tutunma miktarinin olgtilmesi ile belirlenir. Bu metot,
iki fazh sivi sistemlerinde vylzey Ozelliklerinin belirlenmesinde oldukga
duyarhdir (Loosdrecht et al.,1987).

2.1.6.2. Huicre disi polimerler

Mikroorganizmalarin hdcre duvarinda tutunan hucre disi polisakkaritler (HDP),
mikroorganizmalarin gesitli cevre sartlarina ve patojenik mikroorganizmalara karsi
korunmasinda gorev alirlar (Sutherlan, 2001; Durmaz and Sanin, 2001). Yuzey
hidrofobisite’nin yani sira HDP’ler ve onlarin formasyonlari, mikroorganizmalarin
ylzeye yapismasi ve ayrilmasinda 6nemli rol oynayan bir diger parametredir

(Vandevivere and Beveye, 1992).

HDP’ler proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve nikleik asitlerden meydana
gelmektedir (Durmaz and Sanin, 2001). HDP’lerin miktar ve kompozisyonu
mikroorganizmalari yuzey Ozelliklerinin degismesinde Onemli rol oynamaktadir

(Vandevivere and Beveye, 1992).

Yapilan  c¢alismalarda, hucre digi polimerlerin biofilm olusmasina yardimci
oldugunu gostermektedir (Schmidt and Ahring, 1996; Tay et al., 2001).
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2.1.7. Gozenekli Ortamda Tasinim

Toprak yuzeyi altinda biyolojik iyilestirme aritim proseslerinde bakteri kalttrleri son
yillarda oldukga sik kullaniimaktadir. Toprak yuzeyine yapisan mikroorganizmalar,
kirleticileri parcalayarak ortamdan uzaklastirmaktadir. Bu amagcla kullanilan
mikroorganizma turleri topraga 0zel asilama yontemleriyle gonderiimektedir
(Harvey and Garabedian, 1991; Marlow et al., 1991).

Suya doygun gozenekli ortamlarda mikroorganizmalar kati faza yapismis veya
sivi fazda asili olarak bulunabilirler. Mikroorganizmalar su fazi ile konvektif ve
dispersif gugclerle tasinirlar. Ayrica kemotaksisle de hareket ederler.
Mikroorganizmalar yuzeye HDP’leriyle yapisirlar ve grift lif yapilari olustururlar
(Characklis et al.,1982). Hucre geligsimi ve uremesi su ve kati fazin ara yuzeyinde
biyokutle ve hucredigl ara materyallerin gogalmasiyla gergeklesir.

Genel olarak gdézenekli ortamda mikroorganizmalarin tutunmasi;
» Fiziksel gerilme gugclerine,
» GoOzenekKlerin filtre sinirlamasina,
» Gobzeneklerdeki hicrelerin difizyonuna,

* Hucrelerin yapisma karakteristiklerine baghdir.

Yapilan c¢alismalarda hucrelerin ortama yapisma miktarina suyun akiginin,
g6zenekli ortamin ve mikroorganizmalarin yluzey  yuklerinin ve
mikroorganizmalarin ylzey hidrofobisitesinin etkili oldugu bildirilmigtir (Hagedorn et
al., 1981; Gannon et al., 1991). Mikroorganizma hucrelerinin gézenekli ortama
yapisabilme vyetenekleri biyolojik aritim uygulamalarinda anahtar faktorlerden
biridir (Hua et al., 2003).

Mikroorganizmalarin yeralti suyu ile tasiniminda suyun kimyasi, akis hizi,
g6zenekli ortamin fiziksel ve kimyasal ozellikleri, bakterilerin boyutu, bigimi, yluzey
Ozellikleri etkilidir. Mikroorganizmalarin yer alti suyundaki davranisglari su iginde

bulunan ¢ozinmusg kimyasallara gore farklilik gosterir (Travos et al., 1990).
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Toprakta biyolojik aritim proseslerinde kullanilan  mikroorganizmalarin aritim
potansiyeli mikroorganizmalarin toprak ylzeyine vyapisiminin azaltiimasi ile
gerceklestirilebilir  (Flathman et al., 1989). Toprak ylzeyine vyapisan
mikroorganizmalar biyofilm olusturarak toprakta tikanma problemleri ortaya
cikarirlar. Gozenekli ortamda kati yuzeyde biyofilm gelisimine bagl olarak
permeabilite’de azalma meydana gelmektedir (Jenneman et al., 1984; Raiders et
al., 1986; Lappan and Fogler, 1996).

2.2. Literatuir Caligmalar

Reardon et al. (2000) tarafindan aromatik hidrokarbonlarin mikroorganizmalar ile
biyolojik pargalanma kinetikleri arastiriimistir. Calismada, karbon kaynagi olarak
benzen, toluen ve fenol kullaniimig, tek ve karisik konsantrasyonlarda hazirlanan
kesikli, havalandirmali reaktorler igerisinde Pseudomonas putida F1 KkualtlrG
asllanarak mikroorganizmalarin gelisimleri izlenmistir. Substratlarin katalizlenmesi
benzer enzimatik yollarla gergeklesmistir. Tek karbon kaynadi iceren reaktorlerde,
mikroorganizmalarin ortama adaptasyon sureleri; toluen igin 7 saat, benzen igin
6,5 saat ve fenol icin ise 18 saat olarak gozlenmigtir. Toluen’in biyolojik
parcalanmasinin (13 saat), benzen (14 saat) ve fenole (85 saat) gore daha erken
gerceklestigi tespit edilmistir. Toluen ve fenol'in karisik karbon kaynagi olarak
kullanildig1  reaktorlerde,  Oncelikle toluen’in mikroorganizmalar tarafindan
kullanildigi, ortamda toluen’in tuketilmesinden sonra fenolin pargalanmaya
basladigi belirlenmistir. Benzen fenol karisimda da benzer sonuglara ulagiimigtir.
Toluen ve benzen’in karbon kaynagi olarak kullanildigi reaktérler de ise, iki
aromatik bilesiginde es zamanli olarak kullanildigi belirlenmigtir. Bu veriler
sonucunda aromatik hidrokarbonlardan fenol'dn mikroorganizmalar tarafindan

benzen ve toluen’e gore zor pargalandigi bildirilmigtir.

Abuhamed et al. (2003) aerobik reaktorler de benzen, toluen ve fenol'dn
Pseudomonas putida F1 ATCC 700007 kdltart tarafindan biyolojik pargalanmasi
incelenmigtir.  Kesikli reaktorlerde gerceklestiriien deneylerde bu karbon
kaynaklarina adapte olmus kilturlerin adapte olmamis kilttrlere oranla daha kisa
surede karbon kaynaklarini pargaladiklari belirlenmistir. Benzen ve toluen’i (90

mg/L) 24 saatte pargalayan kultirin bu ortamlara adapte olduktan sonra
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parcalama suresinin 6 saate dustugu gozlenmigtir. Fenol (50 mg/L) kullanan
mikroorganizmalar igin baslangigta 90 saat olan adaptasyon suresi, kualtirin
ortama alismasiyla beraber 18 saate dusmustir. Deneyler sonucunda,
mikroorganizmalarin benzen ve toluen’e adaptasyonlarinin daha kolay oldugu, bu
aromatik bilesikleri fenol'e  gbore daha kisa bir surede pargalayabildikleri
bildirilmigtir.

Lob and Tar (2000) Pseudomonas putida ATCC 49451 kudlturinu kullanarak
fenol'in biyolojik olarak pargalanimi Uzerinde arastirmalarda bulunmuslardir.
Karbon kaynagi olarak 1000 mg/L fenolin bulundugu ortamda gercgeklestirilen
deneyler sonucunda O&lgulebilir boyutta fenol pargalanmasi ve mikroorganizma
gelisimi gézlenmemigtir. Bu noktadan sonra ylksek konsantrasyonlardaki fenol’in
farkh karbon kaynaklari ilavesiyle parcalanabilme oOzelliklerini arastirmak igin
ortama farkli konsantrasyonlarda glikoz ve maya kiiltir( ilave edilmistir. Oncelikle
750 mg/L fenol igeren reaktorlere 0,2 g/L ‘den 4 g/L’'ye kadar artan
konsantrasyonlarda maya kulturl ilave edilmistir. Reaktdrlere 2 g/L’den daha az
konsantrasyonlarda maya kultird eklendiginde mikroorganizma geligsimine ve
fenol'lin pargalanmasina yardimci oldugu, yuksek konsantrasyonlarda ilave edilen
maya kultirinun ise fenol’'dn pargalanmasi igin gerekli olan enzimlerin aktivitelerini
engelledigi tespit edilmigstir. Rektorlere, fenol’lin yani sira 1 g/L’den daha az glikoz
ilave edildiginde ise fenol’in pargalanmasina yardimci oldugu, bu konsantrasyonu
astiginda mikroorganizma miktarindaki artisa ragmen fenol pargalaniminin
azaldigi belirlenmistir. Yapilan benzer galismalarda da, ortamda glikoz varliginin
parcalanmasi hedeflenen karbon kaynaginin kullanimini engelledigi belirlenmistir
(Papanastasiou, 1982). Gergeklestirilen deneyler  sonucunda belli
konsantrasyonlarda ortama ilave edilen karbon kaynaklarinin fenol’ln
parcalanmasina yardimci oldugu bildirilmistir.

Tarighian et al. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, hazirlanan kesikli reaktorlere
saf kiltdr olarak Pseudomonas putida kultlra asilanmis ve karbon kaynagi olarak,
glikoz ile fenol ilave edilmistir. Fenol igeren reaktdrde, Monod modeline goére uzun
bir adaptasyon suresi go6zlemlenmesine ragmen, glikoz iceren reaktérde dikkate
deger bir lag faz gbzlemlenememis, mikroorganizmalar kisa bir surede Ustel

ureme gostermistir.
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Kumar et al. (2005) hazirladiklari kesikli reaktérlere P.Putida (MTCC 1194) kalttrG
enjekte etmiglerdir. Karbon kaynagi olarak, fenol kullanilan bu ¢aligmada; 10
mg/L’den baslayarak, artan konsantrasyonlarda 1000 mg/L fenol’U biyolojik olarak
parcalayabilecek kultire ulagabilmeleri, U¢ aylk bir periyot slresinde
gerceklestirmigtir. Mikroorganizmalar, fenol konsantrasyonundaki artisa bagl
olarak uzun bir adaptasyon suresi gostermigtir. Yapilan oOlgumler sonucunda;
kUltarin 162 saat sonunda fenoll tamamen pargaladigi tespit edilmistir. Monod

esitligi yardimiyla, 6zgiil Gireme hizini u= 0,037 h™' olarak hesaplamislardir.

Thiebault and Coulon (2005) tarafindan galaktoz 6zel lektin KbCWL1’in bulundugu
ortamda Kluyveromyces bulgaricus maya kultara gelistirilmig, gelisim sureci
boynunca yuzey Ozellikleri incelenmigtir. Kuiltirin yuzey hidrofobisitesi 6zel
floresan prob (ANS) kullanilarak 8lgtilmuistir. Olglimler sonucunda K. bulgaricus
kultarinun yuzey hidrofobisitesi’nin gelisim evrelerine gore degistigi, gelisime bagh
olarak arttig1 tespit edilmistir. Hidrofobisite artisina bagli olarak da gelisimin

ilerleyen dénemlerinde iyi bir yumaklasma gozlendigi bildirilmigtir.

Farrell and Quilty (2002) tarafindan yapilan c¢alismada, yuksek
konsantrasyonlardaki mono-klorofenol iceren ortamda Ureyen
mikroorganizmalarin, disuk konsantarasyonlu mono-klorofenolli ortamda gelisen
mikroorganizmalara nazaran daha hidrofobik oldugu belirlenmigtir. Tsubata et al.
(1997) tarafindan yapilan ¢alismada toksik alkole maruz birakiimis P.putida ve
bakterilerin ylzey hidrofobisitelerinde degisiklik meydana gelmedigi gdzlenmistir.
Bu iki calismada, bakterilerin toksik substralarda, ylksek hidrofobisite ve buna
bagli olarak iyi bir yumaklasma gdsterebilecedi sonucuna varilmistir. Powell ve
arkadaglari (2003) mikroorganizma hucrelerinin floklagsma potansiyelinin, yuzey
hidrofobisitesi ve geligsim evrelerine bagl olarak degisebilecegdini belirtmigtir.

Sanin et al. (2003) tarafindan ortamda farkli besi maddelerinin yoklugunda
mikroorganizmalarin ylzey Ozelliklerinde meydana gelen degisiklikler ve bu
degisikliklere bagh olarak yuzeye yapisabilme Ozellikleri incelenmigtir. Calismada,
zeuobiyotik kirleticileri pargalayabilen Pseudomonas sp. A, Pseudomonas sp. D ve
Rhodococcus corallinus saf kudltarleri  kullaniimistir.  Bu mikroorganizmalar,

siyanurik asit ve onun tlrevleri olan s-trazin’i biyolojik olarak parcalayabilme
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yetenegine sahiptirler. Ortamda karbon (glikoz) ve nitrojen (siyanurik asit)
yoklugunun mikroorganizma kulturleri Uzerinde meydana getirdikleri fizyolojik
etkileri OlgUlmuastir. Besi maddesi yoklugunda bu U¢ mikroorganizma turinin
yuzey Ozelliklerinde de onemli degisiklikler gozlenmigtir. Karbon kaynaginin
bulundugu, nitrojenin bulunmadigi ortamlarda Ug¢ kultiran ytzey hidrofobisiteleri
onemli Olgude azalmistir. Bunun aksine karbon kaynagi yoklugunda
mikroorganizmalarin ylzey hidrofobisitelerinde dnemli degisiklikler gézlenmemistir.
Karbon kaynagina a¢ birakilan mikroorganizma ytzeyinin, a¢ birakilmamis orijinal
kilture gore daha hidrofobik olugu gozlemlenmistir. Nitrojene a¢ birakilan kulturleri
de ise orijinal kulture nazaran daha dusuk bir hidrofobisite degeri gozlenmigtir. Bu
degisimlere bagh olarak, kulttrlerin hidrofobisiteleri azaldikga mikroorganizmalarin
yluzeye vyapisabilme O&zelliklerinin de azaldigi belirlenmigtir. Bunun aksine,
hidrofobisitelerinin artisiyla beraber bakterilerin ylUzeye yapigsma oOzelligininde
arttigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak, mikroorganizmalari a¢ birakilmasinin toprakda

tasinim Gzerinde etkili oldugu belirtilmistir.

Walker et al. (2004) Escherichia coli K-12 mutant kaltGrini kullanarak
mikroorganizmalarin gelisim evrelerine bagl olarak hucrelerin  yluzeye
yapisabilme o6zelliklerini incelemislerdir. Radyal durgun nokta akish reaktorlerde
gerceklestirilen deneylerde mikroorganizmalarin Ustel Greme evresinin ortasinda
ve plato evresinde yuzey hidrofobisitesi, elektroforetik hareketliligi ve hucrelerin
yuzey yukleri arastinimistir. Yapilan olgimler sonucunda, ustel dreme evresinin
ortasinda mikroorganizmalarin ylzey hidrofobisitesi %16, plato evresinde ise %34
olarak belirlenmistir. Sonucta, hidrofobisite artisina bagli olarak

mikroorganizmalarin plato evresinde ylzeye daha fazla yapistigi belirlenmistir.

Luo et al. (2005), fenol kirliligi bulunan toprak igerisinde elektrik akiminin fenoli
parcalayan mikroorganizmalarin hicre ylzey o6zellikleri Uzerindeki etkilerini
belirlemeye c¢alismiglardir. Mikroorganizma tarlerinin elektriksel akima maruz
kaldiklari ortamlar, genellikle c¢evresel stres ortamlaridir. Cevresel stresler
bakterilerin  fizyolojik, ylzey Ozellikleri ve hatta hucre  bigimlerini
degistirebilmektedir (Sanin, 2003; Sanin et al., 2003). Calismada, farkli elektrik
akimlarinda logaritmik blUyUme evresinin sonuna ulasmis olan Kkarisik

mikroorganizma kulturlerinin yuzey hidrofobisiteleri Olgulmugtur. Sonug olarak,
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duguk elektrik akimlarinin (20 mA’dan daha az) fenol’u biyolojik olarak parcalayan
mikroorganizmalarn yuzey ozelliklerinde 6nemli degisiklikler meydana getirmedigi
belirlenmistir.  Elektrik akimi 20 mA’nin Gzerine c¢iktiginda ise ylzey
hidrofobisitesinin artarak mikroorganizma hucrelerinin yassilastigi belirlenmistir.
Bu degisimler de mikroorganizmalarin kati yuzeye yapisma oranini arttirarak kolon
reaktorde taginimini zorlagtirmistir. Daha yuksek elektrik akimlarinda ise (40 mA)
yuzey hdcre disi materyallerde artis meydana geldigi gézlenmistir. Sonug olarak,
elektrik akimiyla beraber mikroorganizmalarin ylzey hidrofobisitesinin degistigi, 20
mA’dan buyuk elektrik akimlarinda fenol’'u pargalayan mikroorganizmalarin toprak

yuzeyi boyunca hareket yeteneklerini zorlastirdigi belirlenmistir.

Yang et al. (2004) , ardisik kesikli reaktdrlerde serbest amonyak’in, organik karbon
giderimi ve nitrifikasyon iglemi Uzerindeki etkilerini arastirmiglardir. Hazirlanan
ardisik 5 adet kesikli reaktorlere farkli konsantrasyonlarda (50, 100,150, 200, 300
mg/L) amonyak ilave edilmistir. Yapilan ylzey hidrofobisitesi oOlguimlerinde
sonucunda, 50 mg/L amonyak igeren reaktdrlerde mikroorganizmalarin yulzey
hidrofobisitesinin %70 oldugu belirlenmigtir. Amonyak konsantrasyonu arttikca
yuzey hidrofobisitesinin azaldidi, 300 mg/L amonyak igceren reaktdorde %40’a
dustigl belirlenmistir. Partikil boyutu olgimleri sonucunda amonyak ilavesinden
once 0,045 mm olan yumak boyutlari 4 haftalik bir Greme slrecinden sonra yuzey
hidrofobisitesindeki degisime bagh olarak 1 numaral reaktorde (50 mg/L) 0,51
mm, 2 numarali reaktorde 0,32 mm, 3 numaral treaktorde ise 0,25 mm olarak
Olcllmastir. 4 ve 5 numarali reaktorlerde ise partikil boyutlarinda énemli bir artis
g6zlenmemigtir. YUzey hidrofobisitesindeki artisin hiicre yumaklagsmasina yardimci
oldugu bildirilmistir. Deneyler sonucunda , serbest amonyak miktarindaki artisa
bagli olarak hucre hidrofobisitesinin ve hucre digi polimer Gretiminin azaldigi, buna
bagli olarak, yluksek amonyak miktarlarinda polimer uUretiminin azalmasindan
dolayl dizgun bir biyofilm olusumunun goézlenmedidi bildirilmistir. Elde edilen

sonuglar, gergeklestirilen diger ¢calismalarla farkliliklar gostermektedir.

Mehmannavaz et al. (2001) tarafindan Rhizobium melilot’in 10 susu ve
Comamonas tertosteroni B-356 kulturlerini kullanarak toprak ve su ortaminda
yuzey hidrofobisitelerindeki degisim ve bu degisime bagli olarak kum ylzeyine

yapisabilme 6zellikleri incelenmistir. Rhizobial suslar disuk ylzey hidrofobisitesi
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gosterirken (%15), Pseudomonas grubundan olan C. tertosteroni kultiriinde daha
yuksek duzeyde yuzey hidrofobisitesi (%33) olcliimustur. C. tertosteroni kultirinde
%78 oraninda toprak yuzeyine tutunma gosterirken Rhizobium suslarinda bu
deger %55 olarak Olgllmuastlir. Sonug¢ olarak, ylzey hidrofobisindeki artigin

mikroorganizmalarin ylzeye tutunma oranlarini arttirdigi bildirilmistir.

Marchesi et al. (1994) tarafindan Pseudomonas C12B kultird kullanilarak anyotik
yuzey aktif maddelerin biyolojik olarak pargalanmasi sirasinda, yuzey
Ozelliklerinde meydana gelen degisiklikler incelenmistir. Deneyler sirasinda yuzey
hidrofobisitesi, MATH ve hidrofobik etkilesim kromotografi yontemleri kullanarak
Olcilmastlr. Ortama karbon kaynagi olarak dodokan-1-ol (¢ok hidrofobik) ve
sodyum dodeysil sulfat ilave edilmistir. Sodyum dodeysil sulfat ilavesi sonucunda,
mikroorganizmanin yluzey hidrofobisitesinde ilk bir saatte herhangi bir degisim
meydana gelmemistir. Daha sonra karbon kaynaginin tuketimine bagli olarak
oncelikle yuzey hidrofosite artmaya baslamis, sodyum dodeysil sulfat’'in tamamen
tiketilmesi sonucunda da ylzey hidrofobisinde duslis meydana gelmigtir.
Dodokan-1-ol'un reaktore ilavesiyle ise mikroorganizmalarin yuzey hidrofobisitesi
ilk andan itibaren artmaya baslamistir. Ortamda bu maddenin tuketilmesiyle
beraber ylzey hidrofobisitesinde 6ncelikle bir azalma gézlemlenmis, sonra tekrar
bir artis meydana geldikten sonra karbon kaynaginin tikenmesiyle hidrofobisite
dusmeye baslamigtir. Sonugta ortama ilave edilen hidrofobik maddelerin
mikroorganizmalarin hicre membranlarina girerek mikroorganizmalara hidrofobik

yuzey 6zelligi kazandirabilecegi belirtiimigtir.

Wilén et al. (2003) tarafindan yapilan c¢alismada, aktif gamur yumaklarinin yizey
Ozellikleri, hidrofobisiteleri, HDP bilesenleri ve yumaklasma yetenekleri
arastinimistir. Bu amagla 7 farkh reaktorde atiksu aritimi gergeklestiriimis ve bu
reaktorlerden alinan Ornekler Uzerinde incelemeler yapilmistir. Hicre disi
polimerlerde baslica igeriklerin, protein, humik asit ve karbonhidratlardan
olustugunu, ¢ok az miktarda ise Uronik asit ve DNA bulundugunu ifade etmiglerdir.
Mikroorganizmalardan ekstrakte edilen HDP’lerde en buyuk grubu proteinlerin
olusturdugu, hiumik maddelerin ise ikinci blyuk grup oldugunu belirlemiglerdir.
Protein konsantrasyonunun, ¢gamurun yumaklasmasi Uzerinde en buyuk etkiyi

gOsterdigini, protein konsantrasyonundaki artisa paralel olarak mikroorganizma
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yumaklagmasinin arttigini bildirmiglerdir. Ayni zamanda yumaklasma yetenegi ile
yuzey hidrofobisitesi arasinda onemli bir korelasyon oldugunu belirlemiglerdir.
Yapilan diger bir ¢calismada, ¢camur floklarindaki protein gideriminin, floklagsmayi

bozdugu bildirilmigstir (Higgins and Novak, 1997).

Jin et al. (2004), aktif g¢amurlarin susuzlagtiriimasi Uzerinde yumak
karakteristiklerinin etkileri incelenmistir. Farkl aktif ¢camur 6rnekleri kullanilarak
gerceklestirilen deneylerde yuzey hidrofobisitesi, yuzey yukleri gibi yumaklarin
fiziksel Ozelliklerinin susuzlastirma iglemi Uzerinde onemli parametreler oldugu

belirtilmigtir.

Lee et al. (2003) memran biyoreaktorler igerisindeki gamurlarin, gamur yaslarina
bagli olarak fizikokimyasal ve biyolojik karakteristiklerini arastirmislar ve ¢amur
yumaklarinin  hidrofobisitesi, yuzey yukleri ve HDP’lerin oOzellikleri ile
kompozisyonlari arasindaki iligkiyi incelemiglerdir. Bu parametrelerin yumak
olusumu icin anahtar parametreler oldugu bildirilmistir. Calismada, ¢camur yasi 20,
40 ve 60 gun olan kultarler kullanilmigtir. Yapilan HDP analizleri sonucunda,
proteinler, lipidler ve nukleik asitler gibi c¢ok farkli polimerik materyaller
bulunmustur. Calismada, toplam karbonhidrat ve protein miktarlari baskin icerikler
oldugu i¢in g6z 6nune alinmistir. Her ¢ ¢amur yasi icin farkli konsantrasyonlarda
protein ve karbonhidrat miktari tespit edilmistir. Yapilan o6lgumler sonucunda
HDP’lerdeki protein miktarinin hidrofobisiteyi etkiledigi, buna bagli olarak da
yuksek hidrofobisitelerde yumaklasmanin daha ¢ok oldugu go6zlenmistir.
Karbonhidrat ve protein miktarlarinin, fiziksel ve kimyasal olarak bu polimerlerin

Ozelliklerini degistirdigini belirtilmistir.

Taylor and Jaffé (1990) tarafindan gozenekli ortamda biyokutle ve substrat
tasinimini tanimlayan bir model tanimlanmistir. Modelde kolon reaktér boyunca
biyokUtle gelisimi, tasinimi, kati ylzeye yapisma miktarlari hesaplanmistir.
Gozenek bosluklarinda gelisen biyofilm, gozenek boyutu ve gecirgenligi
degistireceginden modelde bu degerler sabit kabul edilmigtir. Gelistirilen modelin
deneysel verilerle dogrulugu arastiriimistir. Deneysel ¢alismada, hazirlanan kolon
reaktorler igerisine besi maddesi ilavesini sonucunda mikroorganizmalarin gelisimi,

bu gelisime bagli olarak akis Ozelliklerinde meydana gelen degisiklikler
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incelenmigtir. Modelde kullanilan biyolojik parametreler kesikli reaktor deneyleri ile
hesaplanmigtir. Kolon reaktore farkli konsantrasyonlarda substrat yliklemelerinde,
derinlige bagl olarak substrat giderimi, biyofilm gelisimine bagli olarak kolon
tikanikligi, akis hizinin biyofilm tikanikhigi Gzerindeki etkileri incelenmigtir. Yapilan
calismalar sonucunda, yuksek besi maddesi ilavesinde kolon reaktorde biyofilm
kalinliginin arttigi, buna bagh olarak ttkanmalarin meydana geldigi belirlenmigtir.
Kolon reaktére azalan besi maddesi ylUklemeleri ve ¢ogalan pompalama
oranlarinda tikanma problemlerinin azaldigi belirlenmistir. Bu ¢alismada deneysel

veriler ile elde edilen sonuglarin modelleme ile uyumlu oldugu gozlenmisgtir.
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3. HIPOTEZ

Mikroorganizmalar atiklar biyolojik olarak pargalarken, fizyolojik ve morfolojik
Ozelliklerinde de degisimler meydana gelmektedir. Bu degisimlerin belirlenmesi,
muhendislik uygulamalarinda yeni metotlar gelistirimesine veya var olan
uygulamalarin  verimliliginin  arttinlmasinda  kullanilabilir.  Bu  nedenle
mikroorganizmalarin Ureme ortami farkliliklarina verdikleri tepkileri bilmek, aritim
ve tasinim proseslerinin kontroll, optimizasyonu ve ekonomik olmasini saglamak

icin gereklidir.

Bu calismada, farkli karbon kaynaklarinin mikroorganizmalarin ylzey o6zelliklerini
degistirecedini, bu degisiklige bagh olarak gbézenekli yapilarda mikroorganizma-
tagsinim ylzeyi etkilesiminin farkli olacagi iddia edilmektedir. Sonug¢ olarak
gOzenekli yapilardan mikroorganizmalarin gegis miktari cok veya az olacaktir.

Karbon kaynaklarindaki farkhlik biyolojik olarak zor veya kolay pargalanma olarak
tanimlanmigtir. Zor parcalanan organik maddeler bitiin mikroorganizma turlerinde
bulunmayan, Ozel enzimler  gerektiren kimyasallardir. Calismada,
mikroorganizmalar tarafindan zor pargalanabilen fenol ve pargalanmasi fenol'e

g6re daha kolay olan glikoz model karbon kaynagi olarak segilmigtir.
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4. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolimde, tez calismasina konu olan mikroorganizmalarin ylzey o6zelliklerine
bagll olarak tasinim karakteristiklerini belirleyebilmek amaciyla deneylerde
kullanilan kualtir ve besi ortami, reaktorlerin  Ozellikleri, igletim sartlari ve

Olcimlerde kullanilan analitik metotlar agiklanmigtir.

4. 1. Kiltiur ve Besi Ortami

Calismada; uzun slre petrokimyasal kirlilige maruz kalmig toprak orneklerinden
elde edilen mikroorganizmalar kullaniimistir. Segilmis benzin istasyonundan
alinan toprak 6rnegi, laboratuar sartlarinda iginde fenol bulunan besi ortamina
alinmis ve mikrobiyal zenginlestirme yapilmigtir. Baslangigta 20 mg/L olan fenol
konsantrasyonu, arttirilarak 1000 mg/L fenol konsantrasyonunu biyolojik olarak
parcalayabilen kultir elde edilmistir. Deneyler sirasinda, elde edilen karma kultar
kullaniimistir. Mikrobiyal kaltirin zenginlestiriimesinde kullanilan besi ortami,

asagida Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.de verilmektedir.

Cizelge 4.1. Besi ortami kompozisyonu (Atlas, 1997)

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mg/L)
KH,PO4 25,50
KzHPO4 65,25
NazHPO4.7H0 100,00
NH4CI 195,10
MgS0O,4.7H,0 67,50

CaCl, 82,50
FeCl;.6H,0 0,75
Wolfe’s mineral sollisyonu 10 mL/L
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Cizelge 4.2 Wolfe’s mineral solisyon kompozisyonu (Atlas,1997)

Kimyasal Madde Konsantrasyon (g/L)
MgS04.7H,0 3,0
NaCl 1,0
MnSQO4 H,0 0,5
FeS0,4.7H,0 0,1
CoCl,.6H0 0,1
CaCl; 0,1
ZnS04.7H0 0,1
CuS04.5H,0 0,01

Hazirlanan besi ortami kompozisyonunun pH’si, 7.0£0.2 olarak dlgulmustur. Ca*?
ve Mg+2 iyonlarinin besi ortami igerisinde ¢okelmesini dnlemek igin, CaCl, ve
MgS0O,4.7H,0 tuzlari beraberce bir stok ¢ozelti hazirlanarak, besi ortamina gereken

miktarda ve en son olarak ilave edilmistir (Sokol and Howell, 1981).

4.2. Kullanilan Karbon Kaynaklari

Elde edilen kultar, icerisinde degdisik konsantrasyonlarda glikoz ve fenol bulunan
ayri ayri reaktorlerde uretiimis ve c¢alismalarda kullaniimistir. Karbon kaynagi
olarak glikoz ve fenollin segilmesindeki ana etken; glikozun biyolojik olarak kolay
parcalanabilen bir organik madde olmasina karsilik, fenolin biyolojik
parcalanmasinin daha zor olmasidir. Reaktdrlerde kullanilan karbon miktarlari

elementel karbon bazinda esitlenmisgtir.

Bir mol glikoz (CsH1206; 180 g) ve fenolde (CsHsOH; 94 @), toplam 72,0672 g
elemental karbon vardir. Ancak bu kimyasal maddelerin  molekul agirliklari
birbirinden farkhidir ve ayni miktarda elemental karbonu elde etmek i¢in 1 mol
glikoz (CeH1205 ) eslenegi olarak; 1,92 mol fenol (CeHsOH) kullaniimalidir. Buna
bagli olarak; 1 g/L fenol konsantrasyonuna sahip reaktordeki karbon miktarina
esdeger karbon igeren, glikoz miktari tespit edilmigtir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda, hazirlanan reaktorlere ilave edilen karbon kaynaklarinin miktarlari

Cizelge 4.3.de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.3. Reaktorlerdeki karbon konsantrasyonlari

Fenol (g/L) |Glikoz (g/L)

1,00 1,915

4.3. Calismada Kullanilan Reaktorler

Deneysel ¢alismalarda amaca baglh olarak, yapilan deneylerin 6zellikleri nedeni ile
kesikli ve kolon reaktor olmak uzere iki farkli reaktor hazirlanmigtir. Kesikli
reaktorler, mikroorganizmalarin Ureme kinetiklerinin, kolon reaktorler ise

mikroorganizmalarin tasinim 6zelliklerinin belirlenmesinde kullaniimistir.

Kesikli reaktor: Mikroorganizmalarin treme kinetikleri, 2 litrelik kahverengi amber
renkli cam kesikli reaktorler kullanilarak belirlenmigtir. Deney sirasinda,
mikroorganizma uremesinin gergeklestirildigi reaktdrlerde bidistile su kullaniimigtir.
Laboratuar ortaminda, havalandirmali ve kesikli olarak hazirlanan bu reaktorlere;
Cizelge 4.1.'de belirtilen kimyasal maddeler ve karbon kaynaklari ilave edilerek
mikroorganizma asilamasi gergeklestiriimigtir. Mikroorganizmalar reaktorlere
asilanmadan dnce Cizelge 4.1.'de belirtiimis besi ortami ¢ozeltisi ile, 3000 rpm’de
5 dakika santrifij (Sigma, D-37520) edilmis ve ayni ortamda askiya alinarak, islem
iki kez tekrarlanmigtir. Kullanilan tum reaktorlere fenoll aritabilen mikroorganizma
kultarleri, 5 mL olarak ilave edilmistir. Agilama isleminden sonra, reaktorlerin
agizlari pamuk ve gazli bezle hazirlanan tamponlarla kapatilarak, galkalayici
(Labcon, 3100U) uUzerine konulmus ve mikroorganizmalarin  Gremeleri
spektrofotometre (Beckman DU® 530 Life Science UV/VIS Spectrophotometer )
kullanilarak 600 nm dalga boyunda izlenmigtir. Mikroorganizma Uremesi oda
sicakhginda gergeklesmistir. Kdalturlerin  slUrekli olarak aktif kalmasi igin,
mikroorganizmalar ikiser haftalik periyotlarda yeni hazirlanan besi ortamina

aktariimigtir.

Kolon reaktor: Mikroorganizmalarin yuzey Ozelliklerinde meydana gelen
degisimin, tasinima olan etkisini belirleyebilmek amaciyla kolon reaktdr deneyleri
gerceklestirilmigtir. Ayrica bu reaktorlerde, akis rejimi ile bu mikroorganizmalarin

tasinim iligkileri de incelenmistir.
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Deneylerde kullanilan kolon reaktoérler, seffaf pleksiglas malzemeden yapilmistir.
Kolonlarin 6zellikleri Cizelge 4.4.’de, deney duzenegdi Sekil 4.1.’de gdsterilmistir.
Kolon reaktorlerde dolgu maddesi olarak, ingsaat kumu kullaniimistir. Bu kum,
g6zenek capi 2, 1.18, 1 ve 0.5 mm olan eleklerle elenmis ve 1.18 mm ile 0.5 mm
arasinda kalan kumlar kolon reaktorde dolgu maddesi olarak kullaniimistir. Dolgu
maddesi olarak kullanilan ingaat kumunun, tane boyu analiz sonuglari Ek Sekil

1.de gOsterilmigtir.

Cizelge 4.4. Kolon reaktdrun ézellikleri

Kolon dis ¢api (cm) 5

Kolon i¢ ¢capi (cm) 4.6
Kolon ylksekligi (cm) 30
Ortalama Tane Capi (mm) 0,5-1,18

Sekil 4.1. Kolon reaktérin genel yapisi

4.3.1. Kolon Reaktoriin igletim Sartlari

Tasinim deneyleri, kolon reaktorlerde iki farkh akis hizi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Deneyler sirasinda, laminer akis sartlari kullaniimis ve Darcy
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kanunu gegerliligine dikkat edilmistir. Reaktorin igletim gartlari ve Reynolds
sayilari Cizelge 4.5.de goOsterilmistir. Reynolds sayisi durgun ve viskos gugler
arasindaki dengeyi ifade eder. Birimsiz olan bu sayl asagidaki formdl ile

hesaplanir.

Re= D*V*p /\ (4.1))

Burada; D 6zgiin boyutu (cm), V akis hizini (cm/s), p kumun yogunlunu (g/cm®) , u
dinamik vizkosite (g/cm*s)’yi gostermektedir. Kum yogunlugu; ASTM D 854 ‘e gore

p= 2,64 g/cm3 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.5. Kolon reaktorin igletim sartlari

= - *4N-3
Kolon akis hizlar | Yavas — Q=4,5mlL/d| Re=1,9"10

Hizli Q=10 mL/d | Re=4,2*10"

4.3.2. Kolon Reaktoriin Doldurulmasi

Reaktorlerde homojen gdzenek yapisi elde edebilmek i¢in, yas doldurma yontemi
kullaniimigtir. Deney kolonu kum ile doldurulurken, oncelikle bos olan kolona bir
miktar Cizelge 4.1.de belirtilen besi ¢ozeltisi ilave edilmis, ¢Ozelti Uzerine bir
miktar kum ilave edilerek, basing uygulanmis ve iyice sikigmasi saglanmistir. Bu

sekilde kolon kademeli olarak besi ¢ozeltisi ve kum ile doldurulmustur.

4.3.3. Kolon Reaktoériin Deney Diizenegi

Deneyler esnasinda, tasinimi goézlenen iz element ve bakteri kiltirl bir mezur
icerisine konularak, su pompasi yardimi ile reaktore iletiimistir. Kullanilan kolon
reaktorun giris yapisinda, degisken su seviyesinden dogabilecek farkli hidrolik
basincin tasinim sonuglarini  etkilememesi agisindan, sabit su yuksekligi

saglanmistir. Kolona pompalanan ¢ozelti deney suresince sirklle edilmistir.
Kolon dolgu maddesi olarak kullanilan kumu kolonda tutmak ve akisa olanak

verebilmek igin giris ve ¢ikis noktalari gozenek ¢api, 0,14 mm olan piring levhalar

ile kapatiimistir. Giris noktasindaki piring levha, gelen akimi homojen bir sekilde
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dagitabilmek amagclh kullaniimigtir. Deneyler sirasinda su sirkilasyonu, dalgic
pompasi (Resun, mini filter, Hnax=0,5 m, Qnax=200 L/H) ile saglanmigtir. Kolondaki
akis hizi, c¢ikis noktasina yerlegtirilen vana yardimi ile ayarlanmistir. Kolon

reaktorin ¢ikis yapisi Sekil 4.2.'de gosterilmistir.

Sekil 4.2. Kolon reaktorin ¢ikis yapisi

4.3.4. Kolonda Tasinim Deneyleri

iz Element: Mikroorganizmalar kolona enjekte ediimeden &nce, kolonun akis
Ozelliklerini belirlemek amaciyla, iz element tasinim deneyleri yapilmistir.
Deneylerde kullanilacak uygun iz elementin belirlenmesi amaciyla, metilen mavisi,
KMnO4 ve K,Cr,07 gibi kimyasal maddeler kolondan gegirilmigtir. Yapilan deneyler
sonucunda, metilen mavisi ve KMnQOy ‘Un reaktére dolgu maddesi olarak kullanilan
kum tarafindan adsorbe edildigi g6zlenmistir. Kum yizeyi ile en az etkilesimi
K2Cr,0O7 gostermis ve iz element olarak, KoCr,O7 kullanilmasina karar verilmistir.
Spektrofotometre de yapilan dalga boyu taramasi neticesinde, K,Cr,O7 icin en
uygun dalga boyunun 345 nm oldugu belirlenmigtir. Deneyler sirasinda kullanilan
KoCr,O; konsantrasyonu 0,5 g/L’dir. iz elementin kolondan taginimi sirasinda,
¢ikis noktasindan belirli araliklarda 6rnekler alinarak, spektrofotometre de 345 nm
dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Sahit numune olarak besi

¢ozeltisi kullaniimistir.
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Bakteri taginim deneyi: Karbon kaynagi olarak fenol ve glikoz kullanan
mikroorganizmalar, Ustel ureme evresinin sonunda kolona enjekte edilmistir. Kolon
reaktorin cikis noktasindan belirli zaman araliklarda o6rnekler alinarak
spektrofotometre ile 600 nm dalga boyunda absorbans degerleri dlgUimustar.
Sahit numune olarak, besi ¢Ozeltisi kullaniimistir. Kolon deneyleri sirasinda,
reaktore gonderilen mikroorganizmalarin hidrofobisite dlguimleri ve kolon igindeki
bakteri dagilimini gérmek icin, kum ylzeyinden elde edilen érneklerde, MLSS ve

MLVSS odlgumleri gergeklestirilmistir.

Mikroorganizmalar kolona enjekte edilmeden Once, kolonun akis Ozelliklerini
belirlemek amaciyla kullanilan K;Cr,O7'in  olumsuz etkilerini gidermek igin , iz
element tasinim deneyleri sonunda reaktdérden birkag kez besi ortami ¢ozeltisi
gegirilerek, reaktor temizlenmistir. Enjeksiyon isleminden 6nce, kolonda tikanmalar
meydana gelmemesi agisindan, olusan yumaklarin dagitilmasi igin
mikroorganizma reaktorleri, ultrasonik banyo (Bandelin, Sonorex RK 100) Uzerinde

30 dk. calkalanmistir.

4.4. Analiz Yontemleri
4.4.1. Reaktorlerdeki Bakteri Gelisiminin izlenmesi

Reaktorlerdeki bakteri gelisimi, spektrofotometre kullanilarak, 600 nm dalga
boyunda takip edilmistir. Reaktdrlerden alinan érnekler, 1 cm’lik kivete (Hellma)
konularak optik yogunluklari belirlenmigtir. Bu izleme esnasinda, sahit numune

olarak besi ¢ozeltisi kullaniimigtir.

4.4.2. Fenol ve Glikoz Analizleri igin Orneklerin Alinmasi

Reaktorlerden belirli zaman ve hacimlerde (5 mL) alinan 6érnekler; 3000 rpm’de 5
dakika  santrifijlenerek, = mikroorganizmalar  solusyondan ayrilmig ve
mikroorganizma igcermeyen ust kisimdaki berrak ¢ozelti kullanilarak, fenol ve glikoz

analizleri gergeklestirilmigtir.
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4.4.3. Fenol Analizi
4.4.3.1. Analitik prosedir

Fenol Olgumleri igin standart metot kullaniimistir (APHA,1989). Bu metot,
kolorimetrik esaslara dayalidir. Kullanilan bu yontemde, fenolik maddeler ortamda
potasyum ferrikyanid’in varliinda 4-aminoantipyrin ile tepkimeye girerler ve
kirmizi-kahverengi bir renk olustururlar. Olusan rengin spektrofotometre ile
Olcllmesi sonucunda fenolik maddelerin konsantrasyonlari tespit edilir. Bu metot;
su ve atik sularda en dusuk 5 pg/L'ye kadar olan toplam fenolik maddelerin tespit

edilmesinde kullanilir.

Kullanilan ¢ozeltiler:

Tampon Cozeltisi: 16,9 mL NH4CI, 143 mL NH4OH igerisinde ¢oztinerek saf su ile

250 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan bu ¢dzeltinin pH’1 10£0.2 olarak olgtimusgtar.

Aminoantipyrin Cozeltisi: 2 g 4AAP bir miktar saf su igerisinde ¢gozlinerek saf su ile

100 mL’ye tamamlanir.

Potasyum ferrikyanid Cozeltisi: 8 g KsFe(CN)s bir miktar saf su igerisinde

¢Ozunerek saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

4.4.3.2. Deney proseduru

« Kalibrasyon igin hazirlanan standartlar ve Olcllecek &rnekler deney
tlplerine konulur.

 Her 100 mL érnek icin 2 mL tampon ¢ozelti ilave edilir ve vorteks (Velp®
Scientifica) ile karigtirilir. (Deney sirasinda 4 mL’lik érnekler hazirlanmisg, 80
WL. tampon ¢ozelti ilave edilmistir.)

 Her 100 mL drnek i¢in 2 mL aminoantipyrin ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks
ile kanigtirilir.

 Her 100 mL 6rnek i¢in 2 mL potasyum ferrikyanid ¢ozeltisi ilave edilerek
vorteks ile karigtirilir.

« Ornekler 15 dakika oda sicakhginda bekletildikten  sonra,

spektrofotometre’de 500 nm dalga boyunda oélguldr.
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* Sahit numune olarak bidistile su kullaniimistir.

Laboratuarda yapilan dalga boyu taramasi sonucunda, metot da onerilen dalga
boyu uyum gosterdiginden dolayl, Oolgumler 500 nm dalga boyunda

gercgeklestiriimistir.

Her set fenol dlgimuinde, yeni kalibrasyon egrisi hazirlanmis ve konsantrasyon
degerleri bu egriler yardimi ile hesaplanmigtir. Sekil 4.3.’de kullanilan kalibrasyon

egrilerinden bir 6rnek gosterilmistir.

4.4.3.3. Kalibrasyon
4.4.3.3.1 Fenol stok ¢ozeltisinin hazirlanisi

Kalibrasyonda kullanilan fenol stok ¢ozeltisi igin, 0,25 g fenol bir miktar saf su
icerisinde ¢ozunerek saf su ile 250 mL’'ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu

¢Ozeltinin konsantrasyonu 1 g/L’dir.

4.4.3.3.2 Kalibrasyon setinin hazirlanisi

Kalibrasyon igin hazirlanan 1 g/L’lik fenol stok ¢ozeltisi kullaniimigtir. Asagdida
belirtilen konsantrasyonlarda standartlar hazirlanarak kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.
Hazirlanan Standart Cozeltiler:

* 0,5 mg/L’lik standart ¢ozelti

C1*V41=Cy*V,

10° mg/L* V1= 0,5 mg/L*100 mL

V1=0,05mL =50 uL

1 g/L fenol stok ¢ozeltisinden 50 pL alinarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

* 1,0 mg/L’lik standart ¢ozelti
10° mg/L* V, = 1,0 mg/L *100 mL
V,=0,1mL =100 pL

1 g/L fenol stok ¢dzeltisinden 50 pL alinarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.
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* 2,5 mg/lLlik standart ¢ozelti
10° mg/L* V3 = 2,5 mg/L *100 mL
V3 =0,25 mL = 250 uL

1 g/L fenol stok ¢ozeltisinden 250 yL alinarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

* 5,0 mg/L’lik standart ¢ozelti
10° mg/L* V4 = 5,0 mg/L *100 mL
V4 =0,5mL =500 yL

1 g/L fenol stok ¢dzeltisinden 250 yL alinarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

Kalibrasyon Egrisi

y = 7,821x - 0,0279
R2 = 1

Konsantrasyon (mg/l)
w

0 T T T T
0] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Absorbans (500 nm)

Sekil 4.3. Fenol délgimlerinde kullanilan kalibrasyon grafigi.

Gerekli hallerde fenol olgumu yapilan oOrneklerde, 1/40 oraninda seyreltme
yapilmistir.

4.4.4. Mikroorganizmalarin Yiizey Hidrofobisitelerinin Olgiimii

Karisik mikrobiyal kultiran hidrofobisitesi, Microbial Adsorption To Hydrocarbon
(MATH) metodu kullanilarak ol¢iimustir (Rosenberg et al., 1980). Bu yodntem;
mikroorganizmalarin hidrokarbon Uzerine yapisma miktarlarinin tespit edilerek,
hidrofobisitesinin dlgulmesi esasina dayaldir. Deneyler esnasinda iki farkh
hidrofobisite ~ dlgimii  gergeklestirilmistir.  iki yontem arasindaki  fark;

mikroorganizmalarin tampon cOzelti ile yikanip yikanmamasidir.
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Mikroorganizmalar genellikle, orjinalinde bulunan eloktrostatik etkileri en aza
indirebilmek icgin igerisinde karbon kaynagi bulundurmayan tampon c¢ozelti ile
yikanirlar (Sanin et al., 2003). Yapilan deneyler sonucunda; her iki yontem
arasinda paralel sonuglar elde edilmigtir. Asagida belirtilen yontem,
mikroorganizmalarin yikanmasi sonucunda gergeklestirilen hidrofobisite tayinini

icermektedir.

Bakteri kulturinden 5 mL alinarak deney tuplerine konulur.

* 4000 rpm’de 5 dakika santrifij edilerek Uustte kalan sivi  dokadlur.
(supernatant)

* Deney tupundn altinda kalan bakteri kaltGrinin Gzerine 5 mL tampon
cozelti ilave edilerek vorteks ile karistirilir.

* 4000 rpm’de 5 dakika santriflij edilerek Ustte kalan sivi atilir. Bu yilkama
islemi iki kez tekrarlanir.

e Kalan bakteri kultiri Uzerine 5 mL tampon ¢ozelti eklenerek vorteks ile
karigtinildiktan sonra spektrofotometre ile ilk absorbans degeri (ODggo)
Olcular.

« Kilturlerin tGzerine 500 pl n-hexadekan ilave edilerek 30 saniye vorteks ile
karistirihr.

» Ortam sicakhginda 30 dakika bekletilen bakteri kulturlerinin son absorbans

degerleri spektrofotometre de dlgullr.

Hidrofobisite, asagidaki formul kullanilarak hesaplanir.

Hidrofobisite(%) = ( ODjx- ODson )*100 / ODj (4.2.)

ODjx =600 nm dalga boyunda élgulen ilk absorbans degeri.

ODgson = 600 nm dalga boyunda 6lgllen son absorbans dederi.
Deneyler sirasinda, ortama ilave edilen n-hexadekan miktarindaki artisin

hidrofobisite dlgumua Uzerindeki etkileri arastirilmig, bu artisin deney sonuglarini

etkilemedigi belirlenmistir.
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4.4.5. Polimer Ekstraksiyonu

Mikroorganizmalarin hicre disi polimerlerindeki, protein miktarinin belirlenebilmesi
icin oncelikle ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Bu amacla, asagdidaki prosedur

izlenilmistir (Frglund et al., 1996).

* Reaktorlerden alinan 200 mL mikroorganizma kulturleri, santriflj tlplerine
konularak 15 dakika 4000 rpm’de santrifuj edilir.

e Bu islemden sonra santrifij tlpUu Uzerinde kalan sivi dokulerek,
(supernatant) dipte kalan mikroorganizma kultart ekstraksiyon tampon
¢Ozeltisi ile iyice yikanarak bir behere bosaltilir.

* Yikanmis mikroorganizma kulturl, ekstraksiyon tampon c¢ozeltisi ile 200
mL’ye tamamlanir.

» Beherler igerisine 6nceden kurutulmus olan katyon degistirici regineler ilave
edilerek jar test cihazinda (Velp® Scientifica, JLT6) 5 saat, 100 rpm’de
karigtirilir.

» Sdure bitiminde, beherler icerisindeki mikroorganizma kulturleri ¢okmeye
birakilir.

o COktukten sonra ust sividan 10 mL, deney kontroli agisindan 3 set halinde
ornekler alinarak santrifij tuplerine konulur. 10 dakika, 4000 rpm’de
santrifij edilen orneklerin Ustunde kalan sivi alinarak, karbonhidrat ve

protein analizi yapilir.

Deneyin kontroli agisindan her bir reaktérden 200 mL’lik 2 set halinde érnekler

alinmig, deney sonucunda ise bu setlerin ortalamalari kullaniimigtir.

4.4.5.1. Kullanilan ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi

Mikroorganizmalardan  polimerler ekstraksiyonunun gergeklestirimesi igin
hazirlanan ¢ozelti, Cizelge 4.6.da belirtiimig olan kimyasallari igermektedir.
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Cizelge 4.6. Ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi

Kimyasal Madde Konsantrasyon(g/L)
NaCl 4

KCI 0,1
KH,PO4 0,06
Na;HPO,4 0,455

4.4.5.2. Katyon degistirici regine’nin hazirlanmasi

Mikroorganizma kulturlerinden hucre disi polimerleri ekstrakte edebilmek igin;
sodyum formunda, kuvvetli asidik katyon degistirici recine (CER, Cation Exchange
Resin) kullaniimistir. Reginenin hazirlanmasinda asagidaki yontem kullaniimigtir
(Frglund et al., 1996).

» Reaktorlerdeki mikroorganizmalarin MLVSS analizi yapilir.

* Her reaktdr icin 100 g CER/g MLVSS tartilir. (Kullanilan CER, DOWEX
50x8, 20-50 mesh sodyum formu seklindedir, Fluka 4445)

« Tartilan CER’ler bir behere konularak Uzerini kapatacak sekilde Cizelge
4.6’da belirtilen ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi ilave edilir.

2 saat karistiricida (Velp® Scientifica, ARE Heating Magtenic stirrer)
karistirihr.

 Karistiricildan alnan CER, 0,45 pm (MFS, 429LGB) filtre kagidi
kullanilarak, vakum pompasi (Sartorius marka) yardimi ile stuzulur.

» Suziulen katyon degistirici regine aluminyum folyo Ustune dokulerek,

kurumasi icin kapal bir ortama konulur.

4.4.6. Protein Analizi

Protein analizi icin Lowry metodu kullaniimigtir (Lowry et al.,1951). Metot

kolorimetrik esaslara dayalidir.
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4.4.6.1. Analiz yontemi
4.4.6.1.1 Kullanilan ¢ozeltiler
Cozelti A: 0.1 N NaOH ( 0.4 g NaOH 100 mL’lik balon joje igerisine konulur ve saf

su ile 100 ml. ye tamamlanir) igerisine 2 g Na,COs3 konularak ¢ozunur.

Cozelti B : 0.5 g CuSO4 ve 1 g sodyum-potasyum tartarat 100 mL’lik balon joje

icerisine konulur ve 100 mL saf su ile ¢dzundar.

Cozelti C : Hazirlanan ¢ozelti A’”dan 49 mL, ¢ozelti B'den 1 mL alinarak 50 mL’lik
bir balon joje igerisinde karistirihr (100 mL’lik balon joje igerisinde hazirlanan

¢cOzelti A’'dan 2 mL alinarak, yerine 2 mL ¢ozelti A’dan konulur ).

Cozelti D : Folin — Ciocalteu’s fenol ¢dzeltisi hazirlanir. Bunun igin, 10 mL Folin —

Ciocalteu’s fenol 9 mL saf su ile karigtirilir.

4.4.6.1.2 Deney proseduri

* Deney tuplerine 0,6 mL (600 uL) 6rneklerden konulur.

* Her bir 6rnegin tUzerine 3 mL ¢ozelti C’den ilave edilir.

» Vorteks ile karistirildiktan sonra oda sicakhginda 10 dakika bekletilir.

e Bu surenin sonunda oOrneklerin her birine 0,3 mL (300 pL) ¢ozelti D’den
ilave edilir.

» Vorteks ile karistirilip oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 750

nm’de absorbans degerleri okunur.

Hazirlanan standartlar ve érnekler, 1 cm’lik kiivet ile spektrofotometre de 750 nm
dalga boyunda olgulmustir. Laboratuarda yapilan dalga boyu taramasi sonuglari
ve metotda Onerilen dalga boyu 750 nm olarak verildiginden, analizlerde bu dalga
boyu kullaniimigtir. Her set protein Olgimu sirasinda yeni kalibrasyon egrisi
hazirlanmis ve konsantrasyon degerleri bu egriler yardimi ile hesaplanmigtir. Sekil

4.4.’de kullanilan kalibrasyon egrilerinden bir érnek gdsterilmistir.
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Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 4.4. Protein élguimlerinde kullanilan kalibrasyon grafigi

4.4.7. Glikoz Analizi

Glikoz analizi, Dubois yontemi kullanilarak gergeklestiriimigtir (Dubois et al.,1956).
Yoéntem kolorimetrik esaslara dayalidir. Glikoz icerisinde bulunan metil eter
gruplarinin, fenol ve konsantre sdlfirik asitl’e reaksiyona girmesi sonucu olusan
sari-turuncu rengin  spektrofotometre de olguimesi sonucunda, glikoz miktari

tespit edilir. Glikoz 6lgum proseduru, asagida belirtilmigtir.

Bidistile su kullanilarak %80’lik fenol ¢ozeltisi hazirlanir.

2 mL’lik érnekler Gzerine, hazirlanan %80’lik fenol ¢dzeltisinden 0,05 mL
ilave edilir.

* Bu drnekler Uzerine 5 mL konsantre H,SO, ilave edikten sonra vorteks ile
karistirihr.

« Ornekler dncelikle 10 dakika oda sicakhginda, 15 dakika ise 30 °C'ye

ayarlanmig su banyosunda bekletilir.

* 490 nm dalga boyunda spektrofotometre de absorbans degeri okunur.

Yapilan dalga boyu taramasi sonucunda, 490 nm dalga boyunun glikoz élgimu
icin en uygun dalga boyu oldugu belirlenmistir. Bu dalga boyu, metot da belirtilen
deger ile uyumludur. Gerekli durumlarda ornekler, 1/20 oraninda seyreltilmistir.
Sahit numune olarak ise bidistile su kullaniimistir. Her set glikoz dlgimunde, yeni

kalibrasyon egrisi hazirlanmig ve konsantrasyon degerleri bu egriler yardimi ile
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hesaplanmigtir. Sekil 4.5. ve $ekil 4.6.’da glikoz Olgimlerinde kullanilan

kalibrasyon egrilerinden ornekler verilmigtir.

Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 4.5. 0-25 mg/L arasindaki glikoz délgimlerinde kullanilan kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon Egrisi

100 »
— y =67,321x - 1,6836
= 2 =
= R?=0,999
o 80 - T
E
c
o 604
>
S
5 40
c
@
c 20
o
X

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Absorbans (490 nm)

Sekil 4.6. 0-120 mg/L arasindaki glikoz 6lgumlerinde kullanilan kalibrasyon egrisi

4.4.8. Mikroorganizma Miktarlarinin Belirlenmesi

Reaktorlerdeki mikroorganizma miktarlari, askidaki kati madde (MLSS) ve
askidaki ugucu kati madde (MLVSS) yontemleri kullanilarak belirlenmistir (APHA,
1995). Reaktorlerden 10’ar mL alinan numuneler, sabit tartima getirilmis (105

°C’de 24 saat) 0,45 um’lik filtre kagidindan vakum pompasi yardimi ile stzulmus,
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filtre Uzerinde kalan kisim etuvde, 105 °C’de 24 saat kurutularak desikatorde
sogutulduktan sonra tartilarak MLSS degeri tespit edilmigtir. MLSS tayini
gerceklestirildikten sonra, filtre kagidinin Ustiinde kalan maddeler ile firrnda 550
°C’de 20 dakika yakilmasindan sonra alinan tartim ile ugucu katilarin miktar

hesaplanmigtir.

4.4.9. Kolonda Tutulan Mikroorganizma Miktarinin Belirlenmesi

Kolon reaktoriin giris kismindan baslayarak kolon boyunca 5, 10, 15, 20, 25 ve
cikis kismi olan 30 cm‘den homojenize edilerek alinan kum orneklerinin, MLSS
ve MLVSS analizleri gergeklestirilmistir. Alinan kum érnekleri, krozelere konularak
etlivde 105 °C ‘de 24 saat kurutulup, desikatorde sogutulduktan sonra tartilarak
MLSS degerleri belirlenmistir. MLSS tayininden sonra krozeler firinda 550 °C’de
20 dakika yakilip desikatorde sogutulduktan sonra alinan tartim degerleri ile

ucucu katilarin miktari hesaplanmistir.

4.4.10. Ozgiil Filtrasyon Direnci

Reaktorlerden alinan mikroorganizma o6rnekleri 0.45 mu (MFS, 429LGB) filtre
kagidi kullanilarak vakum filtrasyon diizenegi yardimiyla OFD degerleri asagidaki

formul kullanilarak m/kg olarak hesaplanmigtir (Surucu and Cetin, 1989).
OFD (m/kg)=2.P.b.A%/ p. W

P: Uygulanan vakum basinci, (g /cm?)

A: Filtrasyonun gergeklestigi kesit alani, (cm?)

B: Zaman/hacim egrisine karsi cizilen hacim egrisi, (s/cm®)
M: Kinetik viskozite, (g/ cm.s)

W: Birim hacim filtrattaki kati madde konsantrasyonu (g/cm®)

4.4.11. Amonyak Tayini

Amonyak tayini i¢in “Standart Analiz yontemleri’nden “Neslerizasyon Metodu”
kullaniimisgtir. Bu metot da, ginkosulfat ile spektrofotometrik analizlerde girisim

yapabilecek partikiller, sodyum hidroksit ile saglanan bazik ortamda
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cokturtulmekte ve ardindan nessler reaktifi ile rochelle tuzu eklenerek hazirlanan

numuneler spektrofotometrik olarak analiz edilmektedir (APHA, 1995).
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5. SONUCLAR

Bu calismada, topraktan izole edilen karisik kultirin fenol’'li pargalamasi ve
bununla ilgili kinetik ¢alismalar, gelisim evrelerine bagl olarak kualtirin ylzey
Ozelliklerindeki degisimler incelenmistir. Elde edilen bulgular kinetik ¢alismalar ve

tasinim deneyleri olarak gruplandiriimigtir.

5.1. Kesikli Reaktor Deneyleri

Kesikli sistem karigtirmali reaktor deneyleri; mikroorganizmalarin kullanilan
ortamlardaki buyime 6zelliklerinin incelenmesi, karbon kaynaklarina bagl olarak
yuzey Ozelliklerinin ve partikil boyutlarindaki degisimin tespit edilmesi amaciyla

gerceklestirilmigtir

5.1.1. Biyolojik Fenol Pargalanmasi

Mikroorganizmalarin ~ fenolli ortama adaptasyonu ve biyolojik olarak
parcalanmasini gostermek amaciyla yapilan deneylerde; toprak orneklerinden
elde edilen dogal mikroorganizma populasyonlari ilk etapta 16 mg/L fenol ve besi
¢cOzeltisi iceren  ortama asilanmigtir. Sekil 5.1.’de gosterilmis olan gelisim
egrisinde; 48. saat sonunda, mikroorganizmalardaki gelisime bagli olarak, fenol
konsantrasyonunun 2 mg/L’ye dustugu belirlenmistir. Mikroorganizmalarin 6zgul
ireme hizi ise 0,034 h™' olarak hesaplanmistir. Reaktérde fenol'iin tiketiimesiyle
birlikte, bu strenin sonunda mikroorganizma populasyonunda herhangi bir artis
gOzlemlenmemistir. Karbon kaynagi olarak 662. saatte ortama 120 mg/L fenol
ilavesi sonucunda, mikroorganizma populasyonu yeniden gelismeye baslamis,
mikroorganizmalarin 6zgil Ureme hizi, 0,024 h™' olarak hesaplanmistir.ilk Gireme
hizina goére ikinci Ureme hizindaki azalmanin, reaktor igerisindeki nutrientlerin
tiketilmesinden kaynaklandigi dusunulmektedir. Yapilan deneyler sonucunda,
elde edilen mikroorganizma kulturintn fenol’d biyolojik olarak parcalayabildigi

sonucuna ulagiimigtir.
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Sekil 5.1. Karigik mikroorganizma kulturinun fenoll pargalamasi

5.1.2. Nitrojen’in Biyolojik Fenol Pargalanimi Uzerindeki Etkisi

Fenol parcalanmasi Uzerine nitrojenin etkisini gorebilmek amaciyla, ilk fenol
konsantrasyonu 20 mg/L olan reaktor icerisine 275 mg/L NH, ilave edilmistir. NH,4
ilavesinden sonra mikroorganizmalarin ortama adaptasyon suiresinin uzadigi (96
saat) gozlemlenmigtir. Amonyak ilavesinden Oonce ayni konsantrasyonda fenol
iceren ortamda, mikroorganizmalarin adaptasyon suresinin 24 saat oldugu
belirlenmistir. Sekil 5.2.’de gosterildigi gibi uzun bir lag fazin sonunda
mikroorganizmalar Gremeye baslamis ve 6zgiil Ureme hizi 0,013 h™ olarak
hesaplanmigtir. Bakteri populasyonu yuksek amonyak konsantrasyonuna adapte
olduktan sonra reaktor icerisine 100 mg/L fenol ilave edilerek, bakteri gelisimi
izlenmistir. Bu ilaveden sonra, ylksek NH; konsantrasyonuna adapte olan
mikroorganizma populasyonunun kisa lag faz suresinin (30 saat) ardindan fenol’l
kisa surede tukettigi gozlemlenmigtir. Monod esitligine gore bu kultar i¢in 6zgul
ireme hizi y= 0,023 h™' olarak hesaplanmistir. Sonug olarak, yiiksek amonyak
konsantrasyonun, kaltarlerin ortama adaptasyononu zorlastirdig,
mikroorganizmalarin ortama adapte olduktan sonra NHsden etkilenmeyerek

normal bir treme sureci gosterdigi gozlenmistir.
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Sekil 5.2. Amonyak ilavesiyle fenol’un biyolojik par¢alanma sureci

5.1.3. Mikroorganizmalarin Fenol’e Adaptasyonu

Topraktan izole edilen mikroorganizma kulturleri, 20 mg/L’lik fenol
konsantrasyononundan baglayarak, kademeli bir sekilde 1000 mg/L fenol
konsantrasyonu igeren reaktorler icerisine asilanmigtir. 3 aylik zaman surecinin
sonunda 1000 mg/L fenol konsantrasyonunu aritabilen bakteri populasyonu elde
edilmigtir. Mikroorganizmalarin ylzey Ozelliklerinin arastirlmasi ve tasinim
deneyleri sirasinda, 1000 mg/L’lik fenol’'d pargalayabilen kultarler kullaniimistir.
Fenol konsantrasyonuna badli olarak mikroorganizmalarin 6zgul Ureme hizlari,

Cizelge 5.1.’de verilmistir.

Cizelge 5.1. Fenol konsantrasyonu artisina bagh olarak mikroorganizmalarin
ureme hizlari

Fenol konsantrasyonu | Ozgil Greme hizi
(mglL) (1. ™)
20 0,034
40 0,033
60 0,036
120 0,027
500 0,021
1000 0,027
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5.1.4. Mikroorganizmalarin Geligim Siiregleri

Mikroorganizmalarin glikoz ve fenol bulunan ortamlardaki gelisim stregleri 600
saat boyunca goézlemlenmis, sonuglar Sekil 5.3. ve Sekil 5.4.’de gdsterilmistir. Besi
ortaminda karbon kaynagi olarak fenol'in (1000 mg/L) kullaniimasi ile elde edilen
mikrobiyal gelisim egrisi $ekil 5.3.’de  verilmistir. Reaktorde bulunan
mikroorganizmalar igin lag faz, 96 saat surmustir. Adaptasyon sturecinin sonunda,
ortama alisan mikroorganizmalar hizli bir sekilde, logaritmik olarak buyumeye
baslamis, 168. saatin sonunda ortamda fenolin tukenmesi sonucunda, Ustel
buylume evresini tamamlamiglardir. Dengeli buyime evresinin sonuna dogru temel
besi maddelerinin azalmasi ile birlikte baylime hizi azalmaya baglamig, 384. saatin
sonunda mikroorganizmalar duragan evresini tamamlamistir. Plato evresini
sonunda ortamda besi maddelerinin tamamen tlkenmesi sonucunda ise
mikroorganizmalar  Glmeye baglamigtir. Monod esitligi kullanilarak,

mikroorganizmalarin 6zgul ireme hizi y=0,027 h™' olarak hesaplanmistir.

Karbon kaynagi olarak glikozun (1915 mg/L) kullanildigi reaktorde,
mikroorganizmalar hizli bir sekilde Ureme gostermis, kisa bir lag fazin (4 saat)
ardindan 48. saatin sonunda glikozunda tikenmesi sonucunda Ustel buylime
evresini tamamlayarak, 72. saatin sonunda olim evresine gecmigtir.
Mikroorganizmalarin 6zgiil Greme hizi Monod esitligine yardimiyla, p= 0,086 h™
olarak hesaplanmistir.

Her iki reaktdrdeki Ureme performanslari karsilastirildiginda; karbon kaynagi
olarak fenol kullanilan reaktorde, mikroorganizmalarin ortama adaptasyon sureleri,
glikoz igeren reaktore gére daha uzun surede gergeklesmistir. Ozgdil Greme hizlar
kargilastiridiginda  (breno=0,022 h™; Mgiikoz=0,086 h™, glikoz kullanan
mikroorganizmalarin, fenol kullanan mikroorganizmalara oranla daha hizl
uredikleri agikga godzlenmistir. Bu sonuca goére, mikroorganizmalarin glikozu
biyolojik olarak daha kolay parcaladiklari, fenollu ise glikoza oranla daha zor
parcaladiklari sdylenebilir.
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Sekil 5.4. Karbon kaynagi olarak glikoz kullanan mikroorganizmalara ait gelisim
egrisi

Literatlrde yer alan benzer ¢alismalarda; fenol konsantrasyonundaki artisa bagh
olarak mikroorganizmalarin uzun bir adaptasyon suresi gosterdikleri, glikoz iceren
reaktorlerde ise bu surenin ¢ok kisa oldugu bildirilmistir (Masque et al., 1987,
Tarighian et al., 2003; Kumar et al., 2005).
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Masque et al. (1987) tarafindan yapilan galismada, mikroorganizmalarin 1000
mg/L fenol ‘U biyolojik olarak pargalayabilmeleri igin dncelikle 20 gin gibi uzun bir

adaptasyon suresi gegirdikleri tespit edilmistir.

5.1.5. Mikroorganizma Gelisim Evrelerine Bagl Olarak Hidrofobisite Degigimi

Mikroorganizmalarin ylzey Ozellikleri; karbon kaynagina ve Greme evresine bagl
olarak degismektedir (Loosdrecht et al., 1987). Bu nedenle, ¢alisma surecinde
mikroorganizmalarin yuzey Ozelliklerindeki degisim de izlenmistir. Karigik kaltur
iceren mikroorganizmalarin, gelisim evresine bagli olarak yluzey Ozelliklerindeki

degisim, MATH metodu kullanilarak élgtlmustar.

Karbon kaynagi olarak fenol kullanilan reaktorde mikroorganizmalarin yuzey
hidrofobisitesi , adaptasyon evresinde (lag faz) % 90, ustel buyume evresinin
sonunda %87,88 , 6lum evresinde %5,32 degerine ulagsmistir. Mikroorganizmalar
ureme evrelerine bagl olarak hidrofobik ylzey o6zelliklerinden, hidrofilik ylzey
Ozelligine sahip olmusglardir. Bunun aksine; glikoz iceren reaktorde; %0,80°den
baglayan hidrofobisite, Ustel buylime evresinin sonunda %1,38, 6lum evresinde %
19,39’a ulagmistir. Hidrofilik 6zellik gésteren mikroorganizmalar, gelisim evrelerinin
sonuna dogru hidrofobik 6zellik kazanmiglardir. Yapilan deneyler neticesinde;
karbon kaynaklarina bagh olarak, mikroorganizmalarin yuzey 6zelliklerinin, buna
bagli olarak da ylzeye yapisabilme derecelerinin gelisim evrelerini boyunca
degisiklik gosterebilecegi sonucuna ulasilabilir. Mikroorganizmalarin karbon
kaynaklarina bagli olarak ylzey 6zelliklerindeki degisiklikler, Sekil 5.5. ve Sekil
5.6."da gosterilmektedir. Yapilan diger calismalarda da gelisim slreci boyunda
mikroorganizmalarin yuzey Ozelliklerinin degisebilecegi, gelisim ortamindaki
farklihklarin da buna bir etken oldugu bildirilmistir (Loosdrecht et al., 1987; Ljungh
and Wadstorm,1995; Farrell and Quilty, 2002; Powell et al., 2003; Sanin et al.,
2003; Hua, et al., 2003;Thiebault and Coulon, 2005). Gelisim ortamlarina bagli
olarak cgesitli mikroorganizma kultarlerinin, 6lum evresindeki ylzey hidrofobisiteleri

Cizelge 5.2.‘de gosterilmistir.
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Sekil 5.5. Karbon kaynagi olarak fenol kullanan mikroorganizmalarin gelisim
evrelerine bagl hidrofobisite degisimi
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Sekil 5.6. Karbon kaynagi olarak glikoz kullanan mikroorganizmalarin gelisim
evrelerine bagl olarak hidrofobisite degisimi
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Cizelge 5.2. Farkli gelisim ortamlarinda mikroorganizma kulttrlerinin - 6lim
evresindeki yuzey hidrofobisite degerleri

Kultir Ureme ortami
Siyandrik n- n-

asit Glikoz |undekan| hexadekan | Glikoz | Fenol
Rhodococcus corallinus* %98 %82 - - - -
Pseudomonas strain A* %43 %?2,1 - - - -
Pseudomonas strain D* %40 %1,8 - - - -
Candida antarctica** - - %52 %43 %18 -
Karigik kltir<* - %19,39 - - - %5,32

* Sanin et al., 2003
** Hua et al., 2003
*** Tez caligmasi

Karbon kaynaklarina bagh olarak mikroorganizmalarin ylzey hidrofobisitesindeki
degisim karsilastirmali olarak Sekil 5.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.7. Karbon kaynagina bagl olarak mikroorganizmalarin ylzey
hidrofobisitesinin zamana baglh degigimi

5.1.6. Mikroorganizmalarin Partikil Boyutlarindaki Degisim

Mikroorganizmalarin, gelisim evreleri boyunca partikll boyutlari da degismektedir

(Thiebault and Coulon, 2005). Calismada mikrobiyal kultlrin gelisim evrelerine
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bagli olarak partikil boyutundaki degisimler lazerli tane boyu Olgim cihazi

(Sympatec marka) kullanilarak izlenmigtir.

Karbon kaynagi olarak fenol kullanilan reaktére ait mikroorganizma yumaklarinin
partikil boyutlari, Sekil 5.8.°de gosterilmigtir. Sekilde de goéruldugu gibi; yuzey
hidrofobisitenin yuksek oldugu, 24, 72, 96, 120 ve 144. saatlerde yumaklarin
partukdl boyutlar daha buyuktir. YUuzey hidrofobisitesinin dustaga, 312. ve 384.

saatlerde yumaklarin partikil boyutlarininda da disus gézlemlenmistir.

Karbon kaynagi olarak glikoz kullanilan reaktorde $ekil 5.9’da gorulecegi gibi,
dusuk hidrofobisitenin gézlemlendigi 24, 72, 96, ve 120. saatlerde mikroorganizma
yumaklarinin boyutlar daha dusuktar. Hidrofobisitenin artisina bagli olarak, 144,

312 ve 384. saatlerde yumak boyutlarin buyuadugu tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglara godre; hidrofobisite artisinin, mikroorganizmalarin
yumaklagsmasina yardimci oldugu, duasik hidrofobisitelerde iyi bir yumaklagsma
olugsamadigi sonucuna varilabilir. Bu bulgu daha 6nce yapilmig olan ¢alismalarda
belirtilen sonuglarla uyumludur (Urbain et al., 1993; Jorand et al., 1994; Schmidt et
al., 1996; Bossier et al., 1996, 1998; Zita and Hermansson, 1997; Tay et al., 2001;
Yang et al., 2003; Thiebault and Coulon, 2005).

Hidrofobisite, mikroorganizmalarin  toplanmasinda etken faktorlerden biridir.
Yuksek hidrofobisite de iyi bir yumaklasma goézlenirken, dusik hidrofobisite de
yumaklagsma oraninin azaldigi tespit edilmistir. Buna bagh olarak da,

hidrofobisitenin yumak olusumu tzerine énemli bir etkide bulundugu belirlenmisgtir.
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Sekil 5.10. Yuksek hidrofobisite’ye sahip karbon kaynagi olarak fenol kullanan
mikroorganizma yumaginin goériinimu (40x blayitme)
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Sekil 5.11. Dusuk hidrofobisite’ye sahip karbon kaynagi olarak glikoz kullanan
mikroorganizmalarin genel gérinimu (40x blayitme)
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Fenolli ortamda gelisen, yuzey hidrofobisitesi, %72,58 olarak olgulmus,
mikroorganizma kulturinun gelisim evresinin 96. saatinde c¢ekilmis fotografi (Leica
DMIL, Leica DFC 280 kamera, 40x) Sekil 5.10.da gO0sterilmistir. Fotografta,

mikroorganizmalarin yumak olusturdugu gorulmektedir.

Karbon kaynagi olarak glikoz kullanan, yuzey hidrofobisitesi %6,05 olarak
Olcllmus, gelisim evresinin 96. saatinde mikroorganizma kualtarinin cekilmis
fotografi ise  Sekil 5.11.’de  gosterilmigtir.  Sekilde  goéruldigu  gibi,
mikroorganizmalarin diizgiin bir yumak olusturamadigi belirlenmistir. lyi bir
yumaklagsma olmayisinin  nedeninin, dugslik hidrofobisiteden kaynaklandigi

dusunulmektedir.

Yumaklarin partikil boyutu o6lgim sonuglari 96. saatte incelendiginde; fenol
kullanan hidrofobik mikroorganizmalarin partikul boyutlarinin, glikoz kullanan
hidrofilik mikroorganizmalara oranla daha buylk oldugu gézlemlenmektedir. Fenol
kullanan mikroorganizmalarin yumak boyutlari, 7,50-9,00 uym, 18,00-21,50 pm
arasinda yogunlagirken, glikoz kullanan mikroorganizmalarin bakteri boyutu 3-3,75
um arasinda degismektedir. Yuzey hidrofobisitesinin, yumaklagsmada etkili olan

parametrelerden biri oldugu dusunilmektedir.

5.1.7. Hiicre Disi Polimer Uretimi

Mikroorganizmalarin yumaklagmasinda etken rol oynayan bilegsenlerden bir digeri
ise; mikroorganizmalar tarafindan Uretilen ve hlcre duvarina yapisik olan hicre
digi polimerlerdir (Pavoni et al., 1972). Bu polimerik yapi, mikroorganizmalarin bir
arada tutulmasina yardimci olmaktadir (Keiding and Nielsen,1997).
Mikroorganizmalardaki polimer miktarinin, yumaklasma Uzerindeki etkisini
belirleyebilmek amaciyla, 6lim evresinin 312. saatinde reaktorlerden alinan
orneklerde polimer miktarlari tespit edilmistir. Gergeklestirilen deneyler neticesinde

Cizelge 5.3.’de belirtilmis olan sonuglara ulagiimigtir.

61



Cizelge 5.3. Karbon kaynaklarina bagh olarak, mikroorganizmalarin hicre digi
polimer miktarlar

Karbon Polimer karbonhidrat Polimer protein

Kaynagi (mg/L) (mg/L)
Fenol 9,9 17,53
Glikoz 30,02 32,27

Fenol kullanan mikroorganizmalarda, glikoz’'u karbon kaynagi olarak kullanan
mikroorganizmalara oranla %67,22 daha az karbonhidrat ve %45,68 daha dusuk
protein Uretimi gerceklestigi belirlenmistir.  312. saatte gergeklestirilen partikdl
boyutu o6lgim sonuglarina goére; glikoz kullanan mikroorganizmalarin  yumak
boyutlarinin  2,50-3,00 pym ile 30,50-43,50 pm arasinda yogunlastigi tespit
edilmistir. Fenol kullanan mikroorganizmalara ait yumak boyutlari ise Sekil 5.8.'de
gérulecegdi gibi, 3.00-3.25 pm ile 5.25-6.25 ym arasinda dagilim gostermektedir.
Bu sonuglar neticesinde; glikoz tiketen mikroorganizmalarin yumak boyutlarinin,
bu saatte, fenol kullanan mikroorganizmalara oranla daha buylk oldugu
belirlenmistir. Buna bagli olarak da, hucre digi polimer miktarinin yumaklagmayi
arttirdigi sdylenebilir. Literatirde bu bulgulari destekleyen galismalar mevcuttur
(Jorand et al., 1994; Schmidt and Ahring,1996; Dignac et al., 1998; Tay et al.,
2001; Wilén et al., 2003; Yang et al., 2004).

5.1.7.1. Polimer uretiminin prosesler uzerindeki etkileri

Mikroorganizmalarin Urettigi htcre disi polimer miktarlarinin karbon kaynaklarina
bagli olarak degisimini belirledikten sonra, bu degisimin yumaklarin su tutma
kapasitesi Uzerinde etkisi olup olmadigi incelenmistir. Dort adet havalandirmal
olarak hazirlanan kesikli reaktor icerisine, farkli oranlarda glikoz ve fenol ilavesi

gerceklestiriimistir. Kullanilan konsantrasyonlar, Cizelge 5.4.‘de belirtilmistir.

Calismalarda HDP’lerin fizikokimyasal yapisi hakkinda bilgi sahibi olabilmek igin,
ureme surecinde ¢amurun hidrofobisitesi olgulerek takip edilmis, susuzlastirma
igslemleri ile bir iligkinin olup olmadigi da arastiriimigtir. Mikroorganizmalarin, 6zgul
filtrasyon direnci, Ustel Ureme evresinin sonunda Olgulmuagstir. Deney sonuglari

Cizelge 5.5. ‘de gosterilmigtir.
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Cizelge 5.4. Kesikli reaktorlerde kullanilan glikoz ve fenol konsantrasyonlari

Reaktor Glikoz Fenol
Numarasi (g/L) (mg/L)
1 2 5
2 1 30
3 0.5 60
4 0.1 120

Cizelge 5.5. Farkl glikoz/fenol oranlari icin Ozgil Filtrasyon Direnci

Reaktor OFD
Numarasi (m/kg)
1 1.35x10™
2 7.89x10™
3 3.49x10™
4 2.7x10™

En yiiksek OFD degerinin 1,35*10"° m/kg ile reaktdr 1’de, en diisiik OFD degerinin
ise 2,7%10" m/kg ile reaktor 4'de oldugu Cizelge 5.5.’de gdsterilmistir. Buna bagli
olarak; reaktorlerdeki glikoz konsantrasyonu azaldikga, OFD degerinin de azaldig

belirlenmistir.

Bir numarali reaktérde, yiiksek glikoz konsantrasyonu ile birlikte OFD degerinin de
yuksek olmasi, hucre digi polimer miktarinin fazla olusuna igsaret etmektedir. Buna
bagli olarak kolay pargalanabilen karbon kaynaklarinin, gamurdaki yuksek su
tutma kapasitesine sahip hucre disi polimer miktarinda artis meydana getirecegi

sdylenebilir.

OFD degerlerinin logaritmasi alindiginda Sekil 5.12.’de gérllecedi gibi ¢amur
susuzlastirma isleminin, fenol konsantrasyon arttikga kolaylastigi belirlenmistir.
Hidrofobisite dlgimleri sonucunda, glikoz miktari en az olan 1 numaral reaktérde
en dusuk hidrofobisite degeri Fenol

OlcUlmustur. konsantrasyonu arttik¢a,

hidrofobisite degerinde de artis meydana gelmistir. Gozlemlerimiz, HDP miktari ve
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mikroorganizmalarin  yluzey hidrofobisiteleri arasinda ters oranti oldugu

gOstermektedir.
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\o

1.00E+12 T T T T T
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Sekil 5.12. Biyolojik camurlarda fenol konsantrasyonuna bagli olarak OFD
degisimi.
Yapilan deneyler neticesinde, biyolojik olarak zor pargalanan karbon

kaynaklarinin daha az HDP Uretimine sebep oldugu, bununda c¢amur

susuzlagtirma iglemleri kolaylastirdigi tespit edilmistir.

Literatirde yer alan c¢alismalarda, camur vyapilarindaki suyun, c¢ogunlukla
mikroorganizma populasyonlarindan olusan yumaklar igerisinde, hicre disinda
tutuldugu Dbildirilmigtir. Suyun tutulmasindan 6nemli rolu olan HDP’lerin, agirlikli
olarak karbonhidratlardan olustugu ve genellikle hidrofilik 6zellik gosterirdigi tespit
edilmistir (Durmaz ve Sanin, 2003). Hidrofilik polimer vyapisinin, suyun
uzaklastirimasinda engelleyici bir unsur oldugu dusunidlmektedir. Hucre disi
polimer miktarlari ise, atiksularin karbon icerikleriyle orantili olarak degismektedir.
Yuksek karbonhidratli substratlarin, yuksek miktarda karbonhidrat iceren hucre
disi polimer urettikleri gdzlemlenmistir (Durmaz ve Sanin, 2001). Glikozun 6rnek
olarak verilebilecegi biyolojik pargalanmasi kolay karbon bilesikleri, daha ¢ok
hicre digi polimer olusmasina sebep olmakta ve hidrofilik olan bu yapilar suyu
tutarak camur susuzlastirma islemini zorlastirmaktadir. (Glasgow,2003).

5.2. Kolon Reaktor Deneyleri

Akis rejimi, bakteriyel tasinimda belirleyici parametrelerden birisidir.
Mikroorganizmalar, laminer akis sartlarinda gozenek ylzeyi ile daha ¢ok

etkilesmekte ve tutunma olasiliklari artmaktadir. Yer alti sularinda genellikle
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laminer akig sartlarinin gorulmesi, ¢evre uygulamalarinda akis rejimlerine dikkat
edilmesini gerektirmektedir. Tasinim deneyleri sirasinda kolon igindeki akis
rejimini belirlemek icin daha once belirlenen iz madde kullanilarak gdézlemler

yapiimigtir.

5.2.1. iz Element Deneyleri
5.2.1.1. Dusuk akis hizinda (4,5 mL/d) iz element taginimi

Dolgu kolon kullanilarak yapilan deneylerinin ilk asamasinda, inert iz element
kullanarak kolon igerisindeki akis rejimi belirlenmistir. iz element olarak metilen
mavisi, KMnO4 ve K,Cr,0O7 alternatifleri arastiriimis, KoCr,O7 kullaniimasina karar
verilmistir. Kolon reaktorun giris ve ¢ikis noktalar arasindaki uzunluk 30 cm’dir.
Kolon c¢ikigl debisi 4,5 mL/dakika olarak ayarlanmig ve belirli zaman araliklari ile

alinan ¢ikis suyu orneklerinde absorbans élgtimleri yapilmistir.

Kolon porositesi, kolonlarin bos ve dolu agirliklari arasindaki farklar kullanarak
hesaplanmig ve izleme deneyleriyle dogrulanmistir. Kum igin literatirde belirtilen
tipik deger %20-50 arasindadir (Davis et al., 1985). Bu ¢alismada hazirlanan kolon

reaktordeki kumun porozitesi, %28 olarak hesaplanmistir.

iz element Sekil 5.13.’de goriildigi gibi kolondan 40. dakikadan itibaren gikmaya
bagslamaktadir. Cikista 6nclu kuyrugun olmayisi, kolonda piston akis rejiminin
saglandigini, dolgu malzemesinin homojen yayildigini ve akis agisindan kisa
yollar agilimadigini géstermektedir. iz elementin en yiiksek konsantrasyonu, 0,49
g/L, 65. dakikada gorulmekte ve bu konsantrasyon 80. dakikaya kadar devam
etmektedir. 80. dakikadan itibaren kolon reaktore besi ¢ozeltisi verilerek ¢ekilme
kuyrugunun olusumu gozlenmistir. iz element kolonu, 150. dakikada tamamen terk
etmekte ve sonrasinda kisa cekilme kuyrugunu olusmaktadir. iz element icin
kolondan c¢ikis 125. dakikada baslamakta ve 150. dakikaya kadar devam
etmektedir. Cekilme kuyrugu ise, 170. dakikaya kadar gozlemlenmistir. Bu kuyruk,
iz maddenin gdzeneklerden gec¢ ayriimasindan kaynaklanmaktadir. Calismalar
sirasinda go6zlenen kuyruk konsantrasyonu ve 20 dakikalik sure, deneysel
calismalar icerisinde kabul edilebilecek salinimlardir. Bu akis profiline gore, iz
elementin kolonda ortalama kalis suresi 40 dakikadir. Kolon dolgu miktari ve

65



kullanilan debi, 4,5 mL/dakika, ile hesaplanan kalma zamani ise 49 dakikadir.
Reaktorde 40 ile 49. dakikalar arasinda on kuyruk olusumu gozlenmigtir. Bu
sonug, sistemde dusuk dispersiyon oldugu anlamini tasimaktadir. Kolon
deneylerinde siklikla rastlanan bu olgu, deney sonuglarini etkiiememektedir (Davis
et al., 1985). iz element, gikis profili sistemde tutulan madde olup olmadigini
belirlemek igin 240. dakikaya kadar izlenmig ve profilde her hangi bir degisiklik
g6zlenmemigtir. Kolona enjekte edilen madde miktari 1285 g, kolondan c¢ikan iz
element miktar ise 1262 g’dir. Bu nedenle, kullanilan iz maddenin sistemde
tutulmadigr sonucuna varilmistir. Batln iz element galismalarinin sonunda, kolon
en az u¢ bogluk hacmi kadar mikroorganizma besi yeri ile yikanmis ve mikrobiyal
tutunma deneylerine baglanmigtir. Calismada absorbans birimi kullanilarak kuitle
dengesi yapiimistir. Bir absorbans biriminin 0,02 g/mL mikroorganizmaya karsilik
geldigi MLVSS caligsmalari sirasinda tespit edilmigtir. Duguk akis hizindaki diger iz
madde tasinim profili Ek Sekil 1.’de verilmigtir.
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Sekil 5.13. DusuUk akis hizinda iz element taginim profili

5.2.1.2. Yuiksek akig hizinda (10 mL/d) iz element taginimi

Bu calismada da; dusuk akis hizli deneyler sirasinda uygulanan protokol takip
edilmig; kolonun yas doldurulmasi, iz element deneyleri, kolonun yikanmasi ve

mikroorganizmalarin  enjeksiyonu  gerceklestiriimistir.  YUksek akis hizi
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calismalarinda kullanlan debi, 10 mL/d’dir. Kolon reaktorin porozitesi ise %30

olarak hesaplanmistir.

Yuksek akis hizh tasinim calismalarinda, $ekil 5.14.’de gdrulece@i gibi iz
elementin 18. dakikadan itibaren kolon reaktorden digsari ¢ikmaya baslandigi
gézlenmistir. iz elementin en yiiksek konsantrasyonu, 0,5 g/L, 34. dakikada
gorulmekte ve bu konsantrasyon 35. dakikaya kadar devam etmektedir. 35.
dakika , reaktore besi c¢oOzeltisi enjekte edilerek c¢ekilme kuyrugu olusumu
gdzlemlenmistir. iz element kolonu 70. dakikada tamamen terk etmekte ve
sonrasinda kisa gekilme kuyrugu goriilmektedir. iz element igin kolondan ¢ikis 56.
dakikada baslamakta ve 70. dakikaya kadar devam etmektedir. Cekilme kuyrugu
ise 80. dakikaya kadar gozlemlenmistir. Bu akis profilinde iz elementin kolonda
ortalama kalis suresi, 18 dakika olarak belirlenmistir. Kullanilan debi, 10 mL/d, ile
hesaplanan kalma zamani ise 25. dakikadir. Bu sonug, reaktorde 18 ile 25.
dakikalar arasinda 6n kuyruk gostermektedir. Sistemde tutulan madde olup
olmadidini tespit edebilmek igin iz element c¢ikis profili 100. dakikaya kadar
izlenmis ve profilde herhangi bir degisiklik gozlemlenmemigtir. Kolona enjekte
edilen madde miktari 1232 g, kolondan gikan iz element miktari ise 1208 g'dir. Bu
sonug, kullanilan iz maddenin sistemde tutulmadi§i gostermektedir. Kolon besi
ortami ¢Ozeltisi ile yikandiktan sonra mikrobiyal tutunma deneyleri
gerceklestiriimistir. Yuksek akis hizinda gergeklestirilen diger iz madde tasinim
deney sonuglari, Ek Sekil 3. ve Ek sekil 4."de gosterilmistir.
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Sekil 5.14. YUksek akis hizinda iz madde tasinim profili
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Dusuk ve yuksek akis hizlarinda, iz madde tasinim profillerindeki farkhlik Sekil
5.15.'de belirtilmigtir.

—e— 4,5 mlL/dakika
—m— 10 mL/dakika

C/Co iz Madde

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Zaman (Dakika)

Sekil 5.15. Duguk ve yuksek akig hizlarindaki taginim profillerinin kargilagtiriimasi

Her iki debi icin elde edilen iz element profilleri karsilastirildiginda; kolonda kalma
sureleri (dusuk akis hizi igin, 40 dakika; yuksek akis hizi i¢in, 18 dakika), tasinan
madde miktari arasindaki fark kargilastirmali grafikte gdsteriimektedir. iz elementin
kolonlardan cikisinin dusuk debili galismalarda daha uzun c¢ekilme kuyrugu
olusturdugu grafikte de gorilmektedir (dusuk akis hizi igin 20 dakika; yuksek akis
hizi i¢cin 10 dakika).

5.2.2. Bakteri Tagsinim Deneyleri

5.2.2.1. Karbon kaynagi olarak glikoz kullanan mikroorganizmalara ait
tasinim profilleri

5.2.2.1.1 Dusuk akis hizinda (4,5 mL/d) mikroorganizma taginimi

iz element taginim deneyinden sonra kolon ézellikleri belirlenen reaktére, karbon
kaynadi olarak glikoz kullanilarak Uretilen mikroorganizmalar, ustel Ureme
evresinin  sonunda, plato evresinin hemen basinda (48. saat), kolona enjekte
edilmis ve tasinim deneyi gerceklestiriimigtir. Deneylerde  kullanilan
mikroorganizmalara ait gelisim egrisi grafigi Sekil 5.16.’da gosterilmistir. Kullanilan

kUltarin 6zgll dreme hizi, uy= 0,099 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.16. Karbon kaynagi olarak glikoz kullanan mikroorganizmalara ait gelisim
egrisi

Duslk akis hizinda, karbon kaynagi olarak glikoz kullanan mikroorganizmalara ait

tasinim profili Sekil 5.17.’de gdosterilmistir.
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Sekil 5.17. Dusuk akis hizinda karbon kaynadi olarak glikoz kullanilarak uretilen
mikroorganizmalara ait taginim profili

Glikoz ile beslenen mikroorganizmalarin kolon reaktore enjeksiyonundan sonra
40. dakikadan itibaren kolonu terk etmeye basladiklari gdzlemlenmistir. Bu zaman,
4,5 mlL/dakika akis debisinde gergeklestirilen iz element tasinim sonuglari ile

paralellik gostermektedir. Mikroorganizma kualtirinin en ylksek absorbans degeri,
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85. dakikada gorulmekte ve bu deger 105. dakikaya kadar devam etmektedir. Bu
dakikadan itibaren kolon reaktore besi ¢oOzeltisi verilmeye baslanmistir.
Mikroorganizmalar igin kolondan ¢ikis 150. dakikada baslamakta ve 181. dakikaya
kadar devam etmektedir. Cekilme kuyrugunu ise 200. dakikaya kadar devam
etmektedir. Yapilan deney sonucunda, kolona enjekte edilen mikroorganizmalarin,
%66,37’sinin reaktorde takilip kaldigi, %33,63’Unun ise reaktoru terk ettigi

hesaplanmistir.

Hidrofobisite = deneyi neticesinde, reaktdore enjeksiyonu gerceklestirilen
mikroorganizmalarin %17,5 hidrofobik oldugu belirlenmistir. Kolon reaktorde, kum
yuzeyine takili kalan mikroorganizmalarin, derinlige gére % dagilimlar

Sekil 5.18.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.18. Dusuk akis hizinda kolon reaktérde kum ylzeyine takilan hidrofilik
mikroorganizmalarin derinlige gore dagilimi

Kolon reaktorde, kum vyuzeyine tutunmus mikroorganizmalarin buyuk bir

¢ogunlugunun, 10-15 ve 15-20 cm. derinliklerine yogunlastigi tespit edilmistir.

5.2.2.1.2 Yiuksek akis hizinda (10 mL/d) mikroorganizma taginimi

Yuksek akis hizinda gergeklestirilen iz element tasinim deneyi sonunda, glikoz ile
beslenen mikroorganizmalar Ustel Ureme evresinin sonunda (50. saat) kolon

reaktore enjekte edilerek tasinim ozellikleri incelenmigtir. Deneyde kullanilan
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mikroorganizma kulturanuan gelisim egdrisi Sekil 5.19.°da verilmistir. Bu kulture ait
Ozgul dreme hizi y= 0,084 h™' olarak hesaplanmistir. Yiksek akis hizinda

mikroorganizma tasinim profili Sekil 5.20.’de gdsterilmistir.
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Sekil 5.19. Karbon kaynagi olarak glikoz kullanan mikroorganizmalara ait gelisim
egrisi
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Sekil 5.20 Yuksek akis hizinda karbon kaynagi olarak glikoz kullanilarak uretilen
mikroorganizmalara ait taginim profili

Glikozlu ortamda geligsen mikroorganizmalar yuksek akig hizinda, Sekil 5.20.'de
goruldugu gibi 22. dakikadan itibaren kolon reaktorden digarn ¢ikmaya

baslamiglardir. Kultirin en yluksek absorbans degeri 108. dakikada gorilmekte ve
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bu degerin 120. dakikaya kadar devam ettigi yapilan Olgimler sonucunda
gozlenmektedir. Bu dakikadan sonra kolon reaktore besi ¢oOzeltisi verilmeye
baslanmistir. Mikroorganizmalar 145. dakikada kolondan ayrilmaya baglamakta ve
180. dakikaya kadar devam etmektedir. Mikroorganizma tasinim deneyi
sonucunda, reaktore gonderilen mikroorganizmalarin %56,19’'unun reaktorde
takildigi, %43,81’inin ise reaktoru terk ettigi belirlenmistir. Kultiran hidrofobisitesi
%15,56 olarak O&lgulmagstir. Kolon reaktdorde, kum ylzeyine takili kalan

mikroorganizmalarin, derinlige gore % dagilimlari Sekil 5.21.de gosterilmistir.
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Sekil 5.21. Yuksek akis hizinda kolon reaktorde kum ylzeyine takilan hidrofilik
mikroorganizmalarin derinlige gére dagilimi

5.2.2.2. Karbon kaynagi olarak fenol kullanan mikroorganizmalara ait taginim
profilleri

5.2.2.2.1 Dusuk akis hizinda (4,5 mL/d) mikroorganizma tasinimi

Kolon 6zellikleri iz element taginim deneyinde belirlenen reaktore karbon kaynagi
olarak fenollin kullanildidi ortamda buyGtilmuas, mikroorganizmalar Ustel dreme
evresinin sonunda, 168. saatte, kolona enjekte edilmigtir. Deneylerde kullanilan
mikroorganizmalara ait gelisim egrisi  Jekil 5.22’de  gOsterilmistir.
Mikroorganizmalara ait 6zgiil Gireme hizi, Monod esitligi kullanilarak p=0,020 h™

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.22. Karbon kaynagi olarak fenol kullanan mikroorganizmalara ait gelisim
egrisi
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Sekil 5.23. Dusuk akig hizinda karbon kaynagi olarak fenol kullanilarak uretilen
mikroorganizmalara ait taginim profili

Dustk akis hizinda, kolona gdnderilen mikroorganizmalarin, 45. dakikadan
itibaren reaktorden c¢ikmaya basladigi en yuksek absorbans degerini ise 120.
dakikada gosterdigi, bu degerin ise 140. dakikaya kadar degismeden kaldigi
saptanmistir. 140. dakikadan itibaren reaktore besi ¢ozeltisi enjekte edilmeye

baslanmig, mikroorganizmalarin 195. dakikadan itibaren reaktérden ayrilmaya
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bagladigi ve 250. dakikada reaktori tamamen terk ettikleri gozlenmistir. Dugsuk
akis hizinda yapilan bu goézlemler Sekil 5.23.’de gosterilmigtir.

Mikroorganizmalarin kolona goénderilmeden dnce, MATH metoduna goére yapilan
hidrofobisite  O0lgimU sonucunda ylUzey hidrofobisitelerinin %68 oldugu
belirlenmistir. Bu deger, mikroorganizmalarin hidrofobik 6zellik gosterdigini isaret
etmektedir. Yapilan deneyler sonucunda, reaktére gonderilen bakterilerin %
94,05‘inin kolon icinde kaldigi, % 5,95'inin ise kolonu terk ettigi belirlenmigtir.
Kolon reaktorde, kum yuzeyine takili kalan mikroorganizmalarin, derinlige gore %

dagihmlar Sekil 5.24.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.24. Dusuk akis hizinda kolon reaktdorde kum yuzeyine takilan hidrofobik
mikroorganizmalarin derinlige gére dagilimi

Kolondan gegirilen mikroorganizmalarin %20‘sinin ilk cm’lerde kolonda takildigi
gozlenmigtir. Bu mikroorganizmalarin, hidrofobik 0zelliginden kaynaklandigi

dusunulmektedir.

5.2.2.2.2 Yuksek akis hizinda (10 mL/d) bakteri taginimi

Fenolli ortamda gelistirilen mikroorganizma kulturl, Ustel buylime evresinin
sonunda, 216. saat, yuksek akis hizinda kolona enjekte edilmistir. Enjeksiyonu
gergeklestirilen kultlrin gelisim egrisi Sekil 5.25.de gosterilmistir. Monod esitligine

gOre mikroorganizmalarin 6zgul ureme hizi, y= 0,016 h™' olarak hesaplanmistir.
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MATH metoduna gore yuzey hidrofobisitesi ise, %75,12 olarak Olgulmustur.

Populasyon, hidrofobik ylzey 6zelligi tagimaktadir.

1,0

—&— Absorbans

o
[

o
[

o
~

Absorbans (600 nm)

o
N

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Zaman (Saat)

Sekil 5.25. Karbon kaynagi olarak fenol kullanan mikroorganizmalara ait gelisim
egrisi

1.0 & ©-0-6-0-6-6-0-6-0-6-6-6-6-6-6-6- & & &——d
) g PO PP P09 9000000 g N g v

—e— Bakteri-Enjeksiyon

—&— Bakteri-Cikis

C/Co Bakteri

0 20 40 60 80 100
Zaman (Dakika)

Sekil 5.26. Yiksek akis hizinda karbon kaynagi olarak fenol kullanilarak uretilen
mikroorganizmalara ait taginim profili

Yuksek akis hizinda fenolll ortamda gelistirilen mikroorganizmalarin taginim profili
Sekil 5.26.’da gosterilmistir. Kolon reaktore enjekte edilen mikroorganizma kultart
22. dakikadan itibaren reaktorden disari ¢ikmaya baglamigtir. Mikroorganizmalar

icin reaktérden en ylksek c¢ikis konsantrasyonu 55. dakikada gértlmekte ve bu
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deger 60. dakikaya kadar devam etmektedir. Bu dakikadan sonra mikroorganizma
enjeksiyonu kesilerek reaktore besi ¢Ozeltisi enjekte edilmeye baslanmistir.
Mikroorganizmalarin 80. dakikadan itibaren reaktorden ayrilmaya basladigi, 90.
dakikada ise tamamen reaktori terk ettikleri belirlenmigtir. Yapilan deneyler
sonucunda, reaktore enjeksiyonu  gergeklestirilen  mikroorganizmalarin
%94,76'sinin kolonda takilip kaldigi, %5,24’Gnun kolonu terk ettigi belirlenmistir.
Kolon reaktdrde, kum yuzeyine takili kalan mikroorganizmalarin, derinlige gore %

dagihmlarn Sekil 5.27.'de gdsterilmistir.
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Sekil 5.27. YlUksek akis hizinda kolon reaktdérde kum yuzeyine takilan hidrofobik
mikroorganizmalarin derinlige gore dagilimi

Kum yuzeyine takilan mikroorganizmalarin, yuksek hidrofobisite ve
yumaklagsmadan dolayi reaktorin ust kisimlarinda yogunlastigi

g6zlemlenmektedir.

5.2.2.2.3 Yuksek akis hizinda hidrofilik bakteri taginimi

Mikroorganizmalarin gelisim evrelerine bagh olarak, ylzey hidrofobisitelerinin
degisebilecegi, Bolum 5.1.3.’de belirtiimistir. Buna bagl olarak, karbon kaynagi
olarak fenol'un kullanildigi ortamda gelistirilen ve Oolium evresine ulasmig
mikroorganizmalarin reaktérde tasinim profili yapilan kolon deneyi sonucunda

gOsterilmisgtir.
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Fenol’U biyolojik olarak pargalayan mikroorganizmalar 6lum evresine ulastiginda,
600. saat, kolona enjekte edilmigtir. Yapilan hidrofobisite 6lgimu sonucunda,
populasyonun hidrofobisitesinin degistigi, %13,24, azaldid1 goérulmagtir. Bolum
5.1.3.’de Dbelirtlen deneylerde de gdzlemlendigi gibi, fenol'ld kullanan
mikroorganizmalarin  gelisim evresinin  sonuna dogru hidrofilik  &zellik
kazanmaktadirlar. Mikroorganizmalarin gelisim egrisi Sekil 5.28."de gosterilmis
olup, 6zgul Greme hizi, py= 0,015 h™' olarak hesaplanmistir. Mikroorganizma

tasinim grafigi Sekil 5.29.’da gosterilmistir.
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Sekil 5.28. Karbon kaynagi olarak fenol kullanan mikroorganizmalara ait gelisim
egrisi
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Sekil 5.29.YlUksek akis hizinda karbon kaynagi olarak fenol kullanilarak Uretilen
hidrofilik mikroorganizmalara ait taginim profili
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Fenol kullanan mikroorganizmalar yuksek akis hizinda, 22. dakikadan itibaren
reaktorden disari ¢gikmaya baslamiglardir. Bu zaman, ayni akis hizindaki iz
element tasinim zamani ile uyumludur. Mikroorganizmalar igin en ylksek cikis
konsantrasyonu 110. dakikada goérilmekte ve bu konsantrasyon 120. dakikaya
kadar devam etmektedir. 120. dakikadan itibaren reaktore besi ¢ozeltisi veriimeye
baslanmig, mikroorganizmalarin 141. dakikadan itibaren reaktoru terk etmeye
basladiklari gézlenmistir. Mikroorganizmalar reaktori 172. dakikada tamamen terk
etmiglerdir. YUksek akis hizinda, kolon reaktorde mikroorganizmalari tasinim
profili Sekil 5.29."da gosterilmistir. Deney sonucunda kolona enjekte edilen
mikroorganizma populasyonun %64,35'i kum yuzeyine tutunmus ,%35,65'i ise

kolonu terk ettigi belirlenmistir.

5.2.2.3. Kolon reaktor deneylerinde kullanilan mikroorganizmalarin o6zgiil
tireme hizlar

Kolon reaktor deneylerde kullanilan mikroorganizmalara ait 6zgul dreme hizlari

Cizelge 5.6.da verilmektedir.

Cizelge 5.6. Kolon reaktor deneylerinde kullanilan mikroorganizmalarin  6zgul
ureme hizlari

Ozgul treme hizi y,h-1

Fenol (1000 mg/L) | Glikoz (1915 mg/L)
Duslk debili calismada
kullanilan kalttrler 0,020 0,099
Yiksek debili galismalarda
kullanilan kalttrler 0,016 0,084
Yiksek debili galismada 0015 )
kullanilan hidrofilik kaltar ’

Kolon reaktore enjekte edilmeden o©Once kesikli reaktorlerde gelistirilen
mikroorganizma kultarlerinin  Ureme hizlar incelendiginde glikoz kullanan

kulturlerin fenol kullanan kultirlere oranla daha hizli Uredikleri gozlenmektedir.

5.2.2.4. Farkl karbon kaynaklarinda gelistirilen mikroorganizma kulturlerinin,
akis hizlarina bagh olarak kolon reaktorde taginimlarinin karsilagtiriimasi

5.2.2.41 Dusuk akis hizinda kolonda tasinim sonuglarinin
karsilagtiriimasi

Kullanilan karbon kaynaklarina bagli olarak mikroorganizmalarin ylzey
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hidrofobisitesi, kolon reaktorde kum yuzeyine takilma ve terk etme yuzdeleri
karsilastiriimali olarak Cizelge 5.7.’de gosterilmistir.

Cizelge 5.7. Dusuk akis hizinda kolon reaktérde mikroorganizmalarin gosterdigi
tasinim karakteristikleri

Karbon Kaynagi

Akis Hizi (Q=4,5 mL/dakika) Fenol Glikoz
Hidrofobisite (%) 68 17,5

Reaktorde takili kalan mikroorganizma miktari (%) 94,05 66,37
Reaktorden ¢ikan mikroorganizma miktari (%) 5,95 33,63

Fenol'l biyolojik olarak pargalayan mikroorganizma kulturlerinin, Ustel blydme
evresinin sonunda yuzey hidrofobisitesinin, glikozu parcalayan
mikroorganizmalara oranla daha yuksek oldugu Cizelge 5.7."de gosterilmigtir. Bu
durum; fenol tlketen mikroorganizmalarin daha hidrofobik oldugunu
gOstermektedir. Mikroorganizmalarin yuzey hidrofobisite degerindeki artigin,
yuzeye yapisma miktarini arttirdigi bilinmektedir (Loosdrecht, 1987; Thaveesri,
1995). Gergeklestirilen deneyler sonucunda da, yuksek yuzey hidrofobisitesine
(%68) sahip mikroorganizmalarin kolonda takilma miktarlarinin (%94,05), dusuk
yuzey hidrofobisite (%17,5) degeri gosteren mikroorganizmalara oranla daha fazla
oldugu gozlenmistir. DusUk yUzey hidrofobisinine sahip mikroorganizmalarin ayni
akis sartlarinda, yuksek hidrofobisite degerine sahip mikroorganizmalara oranla
sistemde daha az tutundugu (%66,37), akigla beraber reaktérde taginiminin daha

kolay oldugu belirlenmigtir.

Hidrofobik yuzey 6zelliklerine sahip mikroorganizmalarda, yumaklagmanin yaygin
olarak goruldugu Bolim 5.1.4.'de belirtiimigtir. Yumaklagsma ise; tasinan pargacik
boyutunu buyutmekte, takilmayi ve tasinim hizinda yavaslamayi beraberinde
getirmektedir. YUksek ylzey hidrofobisitesi gdosteren mikroorganizmalarin kolonda
takilma nedenlerinden digerinin de, yumaklagsma olabilecegi sOylenebilir. Farkli
yuzey Ozelliklerine sahip mikroorganizma populasyonlarinin, dusuk akis hizinda
gosterdigi tasinim profilleri Sekil 5.30.’da gosterilmigtir.
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Sekil 5.30. Farkli ylzey 6zelliklerine sahip mikroorganizmalarin disuk akis hizinda
gosterdigi tasinim profilleri

Dusuk akis hizinda, mikroorganizma ve iz madde tasinimi kargilastinldiginda;
kolon igerisinde mikroorganizmalarin iz elemente goére daha uzun slrede
tasindiklari gézlenmektedir. Mikroorganizmalarin reaktor igerisinde tutuldugu, iz

elemente gore daha uzun sureli tagsinim zamani kullandiklar belirlenmistir.

5.2.2.4.2 Yuksek akis hizinda kolonda tasinim  sonuglarinin
karsilagtiriimasi

Mikroorganizmalarin yluzey hidrofobisiteseri ve kolonda tutulmalari arasindaki fark

karsilastirmali olarakCizelge 5.8.’de gdsterilmistir.

Cizelge 5.8. Yuksek akis hizinda kolon reaktérde mikroorganizmalarin gosterdigi
tasinim karakteristikleri

Karbon Kaynagi
Fenol

Akis Hizi (Q=10 mL/d) Fenol (Hidrofilik) Glikoz
Hidrofobisite (%) 75,12 13,24 15,56
Reaktorde takili kalan

mikroorganizma miktari (%) 94,76 64,35 56,19
Reaktdérden ¢ikan mikroorganizma

miktari (%) 5,24 35,65 43,81
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Yuksek debili taginim deneyleri sonucunda, yuzeyleri hidrofobik olan
mikroorganizmalarin, dusuk yuzey hidrofobisiteli gOsterten mikroorganizmalara
oranla kolonda daha fazla takildigi belirlenmigtir. Kullanilan karbon kaynaginin
yani sira, gelisim evresine bagl olarak ylzey Ozelliklerinde meydana gelen
degisikliklerin, takilmanin oraninin artmasinda 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir.
Cizelge 5.8.’de goruldigu gibi karbon kaynagr olarak fenol kullanan
mikroorganizmalarin ~ Ustel Ureme evresinin  sonunda, yluksek ylzey
hidrofobisitesinden (%75,12) dolayi, 6lum evresinde hidrofilik 6zellik gosteren
mikroorganizmalara oranla (karnon kaynagi olarak fenol kullanan) daha fazla
(%94,76) kolonda tutunum gosterdigi saptanmigtir.Farkli yizey 6zelliklerine sahip
mikroorganizmakarin, yuksek akis hizinda gdsterdikleri tasinim profilleri Sekil

5.31.’de karsilasgtiriimali olarak gdsterilmistir.
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Sekil 5.31. Farkh ylzey oOzelliklerine sahip mikroorganizmalarin yuksek akig
hizinda gosterdigi tasinim profilleri

5.2.243 Fenol ile beslenen mikroorganizmalarin farkh debilerde taginim
sonuglarinin karsilastiriimasi

Fenol ile beslenen mikroorganizmalarin, farkli debilerde akis debilerinde, yluzey
Ozelliklerine bagh olarak tasinim 6zellikleri karsilastiriimali olarak Cizelge 5.9.'da

gOsterilmigtir.

81



Cizelge 5.9. Karbon kaynagi olarak fenol’ kullanan mikroorganizmalarin taginim
karakteristikleri

Kolon Akis Hizlar
10 mL/dakika

10 mL/dakika

Karbon Kaynag (fenol) 4,5 mL/dakika hidrofobik
hidrofilik kdiltir
kaltar
Hidrofobisite (%) 68 75,12 13,24
Reaktorde takili kalan
mikroorganizma miktari (%) 94,05 94,76 64,35

Reaktérden ¢ikan mikroorganizma
miktari (%) 5,95 5,24 35,65

Calismanin sonuglari, akis hizindaki artisin, yuksek hidrofobik ylzey o6zelligi
gOsteren mikroorganizmalarin taginimi tGzerinde etkinliginin az oldugu gostermistir
(Cizelge 5.9.). Hidrofobik yuzeye sahip mikroorganizmalar kolon igerisinde
tutulmaktadir. Daguk akis hizinda hidrofobik kulturler igin kolonda tutunum orani
%94,05 iken yuksek akis hizinda, tutunum yuzdesi %94,76’dir. Geligsim evresine
bagdli olarak; yuzey hidrofobisitesinin diigsmesiyle beraber mikroorganizmalarin kum
yuzeyi ile etkilesiminin azalmasina paralel, tutunum oranininda da azalma tespit
edilmigtir. Bu gb6zlem, mikroorganizma turlerinin yani sira ureme fazinin yuzey

Ozelliklerine etkisi oldugu ve tasinim prosesini etkiledigini dogrulamaktadir.

5.2.2.4.4 Glikoz kullanan mikroorganizmalarin farkh debilerde taginim
sonuglarinin kargilastiriimasi

Karbon kaynadi olarak glikoz kullanan mikroorganizmalarin ylzey hidrofobisitesi
ve akis hizlarina bagli olarak kolon reaktorde tasinim Ozellikleri kargilastirmali
olarak Cizelge 5.10.da gOsterilmistir. YUzey hidrofobisiteleri dugsuk olan
mikroorganizmalar debi degisikliklerinden etkilenmiglerdir. Artan debi ile birlikte
kolonda tutunum miktarlari azalmistir. Bu gbézlem daha hidrofobik yluzeyli
populasyonun davranisindan farklidir. Az hidrofobik populasyonun kum yuzeyleri
ile etkilesimi, kolonda kalma suresinin artmasi ile artmaktadir.
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Cizelge 5.10. Karbon kaynagi olarak glikoz’u kullanan mikroorganizmalarin
tasinim karakteristikleri

Kolon Akis Hizlar

Karbon kaynagi (glikoz) 4,5 mL/dakika 10 mL/dakika
Hidrofobisite (%) 17,5 15,56
Reaktorde takili kalan mikroorganizma miktari (%) 66,37 56,19
Reaktorden ¢ikan mikroorganizma miktari (%) 33,63 43,81

5.2.2.5. Mikroorganizmalarin kolonda kum yiizeyine tutunum sonuglarinin
karsilagtiriimasi

Diisiik akis hizinda; farkli ylzey Ozellikleri gdsteren mikroorganizma kultarlerinin,

kolon boyunca yogunlastigi derinlikler Sekil 5.32.’de belirtilmistir.
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Sekil 5.32. Dusuk akis hizinda kolon reaktérde kum yuzeyine takilan farkh ylzey
Ozelliklerine sahip mikroorganizma populasyonlarinin derinlige gore dagilimi

Hidrofobik yuzey Ozelliklerine sahip mikroorganizmalarin buyuk bir kismi giris
noktasinda kum vyuzeyine tutunmustur. Bunun bir diger nedeninin, yuksek
hidrofobisiteye badli olarak meydana gelen yumaklasmadan kaynaklandigi
sOylenebilir. YUzey-yuzey etkilesiminin yani sira hidrofobik pargaciklarinin
caplarinin blyuk olmasina bagh olarak dar gegcitlerde takilmalarinin, taginimin iz

elementten farkli olugsmasini sagladigi dastnulmektedir. Hidrofilik ylzey 6zelligine
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sahip mikroorganizmalarin ise, daha kuguk oldugu ve reaktor boyunca daha kolay

ilerledikleri, reaktore giriste tutunum oranlarinin daha az oldugu gozlenmigtir.

Yiiksek akis hizinda; ylzey 6zelliklerindeki farklilhklara bagli olarak yuksek akis
hizinda mikroorganizmalarin kolon reaktorde dagilm oranlari Sekil 5.33.de

gosterilmisgtir.
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Sekil 5.33. Yiksek akig hizinda kolon reaktorde kum yuzeyine takilan farkli yuzey
Ozelliklerine sahip mikroorganizma populasyonlarinin derinlige gére dagihmi

Yuksek akis hizlarinda mikroorganizmalarin kolon girisinde tutuldugu, akis

hizindaki artisin mikroorganizmalarin kolon boyunca taginimida 6nemli bir etkide

bulunmadigi gbzlenmektedir.

Kolonda tutunum oranlarina ait diger sekiller Ek Sekil 5. ve Ek Sekil 6.'da

gOsterilmisgtir.
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6. GENEL SONUGLAR ve ONERILER

6.1. Genel Sonuglar

Calisma suresince elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenebilir.

Petrol tlarevleri ile kirlenmis topraktan izole edilen mikroorganizma

kulturleri, fenol’d biyolojik olarak pargalayabilmektedirler.

Fenol igceren ortama ilave edilen yuksek amonyak konsantrasyonlarinin,
kdlturlerin ortama adaptasyonunu zorlastirdidi, mikroorganizmalarin
ortama adapte olduktan sonra amonyaktan etkilenmeyerek normal bir

ureme sureci gosterdigi belirlenmigtir.

Karbon kaynagi olarak fenol kullanan mikroorganizma kulturlerinin,
ortama  adaptasyon sidresinin (96 saat), (glikoz kullanan
mikroorganizmalara gore (4 saat) daha uzun oldugu belirlenmistir. Ozgdil
ireme hizlar karsilastirildiginda (Wreno=0,022 h™; Mgiikoz=0,086 h™",
glikoz kullanan mikroorganizmalarin, fenol kullanan mikroorganizmalara
oranla daha hizli Uredikleri gb6zlenmigtir. Bu verilere gore,
mikroorganizmalarin glikozu biyolojik olarak daha kolay parcaladiklari,
fenoll ise glikoza oranla daha zor pargalayabildikleri sonucuna

variimistir.

Karbon kaynagi olarak fenol kullanan mikroorganizmalarin yuzey
hidrofobisitesi , adaptasyon evresinde % 90 seviyelerinde iken, gelisim
evresi boyunca diserek olum evresinde %5,32 degerine ulasmistir.
Bunun  aksine; karbon  kaynagi  olarak  glikoz  kullanan
mikroorganizmalarin %0,80’den baslayan yuzey hidrofobisitesi, gelisime
bagli olarak artmis ve O6lum evresinde % 19,39’a ulagsmistir. Karbon
kaynaklarina bagli olarak, mikroorganizmalarin ylzey 6zelliklerinin,
buna bagh olarak da yuzeye yapisabilme derecelerinin gelisim evrelerini
boyunca degisiklik gosterebilecegi sonucuna ulasiimistir.
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Mikroorganizmalarin gelisim evrelerine boyunca partikil boyutu 6lgim
sonuglarina  goére  hidrofobisite  artisinin,  mikroorganizmalarin
yumaklagsmasina yardimci oldugu, dusuk hidrofobisitelerde iyi bir

yumaklagsma olugsmadigi gozlenmistir.

Karbon kaynagi olarak glikoz kullanan mikroorganizmalarda daha fazla
hucre digi polimer olusumu (polimer proteingiko,= 32, 27 mg/L, polimer
proteinteno= 17,53 mg/L; polimer karbonhidratgik,,= 30,02 mg/L, polimer
karbonhidratino= 9,9 mg/L) tespit edilmistir.

Hucre digi polimer miktarindaki artisin yumaklagsmaya yardimci oldugu

belirlenmistir.

Mikroorganizmalarin yuksek hucre disi polimer miktarlari ile yuzey

hidrofobisiteleri arasinda ters oranti oldugu belirlenmistir.

Biyolojik olarak zor parcalanan karbon kaynaklarinin daha az HDP
uretimine sebep oldugu, kolay parcalanabilen karbon kaynaklarinin ise
yuksek su tutma kapasitesine sahip HDP Uretimininde artis meydana
getirdigi  belirlenmisgtir. Bunun sonucunda, biyolojik olarak zor
pargalanan karbon kaynaklarinin susuzlastirma islemlerini

kolaylastirdigi tespit edilmigtir.

Kolon reaktor deneylerinde kullanilan, Ustel Ureme evresinin sonunda
ulasmig, karbon kaynagi olarak fenol kullanan mikroorganizmalarin
hidrofobisitesinin, glikoz kullanan mikroorganizmalara gore daha yuksek

oldugu goézlenmisgtir.

Kolon reaktdr deneylerinde, dustuk akis hizinda (4,5 mL/d), karbon
kaynag olarak fenol kullanan, ylzey hidrofobisitesi %68 olarak olgliimus
hidrofobik mikroorganizmalarin kolona enjekte edilmesi sonucunda,
%94,05'inin  kolonda takildigi, %5,95’Unun reaktoru terk ettigi

belirlenmistir.
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Dusuk akis hizinda, karbon kaynagi olarak glikoz kullanan hidrofilik
(%17,5) mikroorganizmalarin, %66,37’inin kolon reaktdérde kum

yuzeyine takildigi, % 33,63’Unun ise reaktoru terk ettigi gozlenmistir.

Yuksek akis hizinda (10 mL/d), karbon kaynagi olarak fenol kullanan,
hidrofobik (%75,12) mikroorganizmalarin, %94,76’sinin  reaktorde
takildigi, %5,74’unun terk ettigi tespit edilmistir.

Yuksek akig hizinda, glikozu biyolojik olarak parcalayan hidrofilik
(%15,56) mikroorganizmalarin, %56,19’unun kolonda takilh kaldigi,

%35,65'inin reaktoru terk ettigi belirlenmistir.

Yuksek akis hizinda, karbon kaynagi olarak fenol kullanan, &6lim
evresine ulasmig hidrofilik (%13,24) mikroorganizmalarin, %64,35’inin
kolon reaktorde kum ylzeyine takildigi, %35,65’inin kolonu terk ettigi

belirlenmistir.

Mikroorganizmalarin ylzey hidrofobisitesindeki artisa bagl olarak,
yuzeye tutunumlarinin arttigi, hidrofilik yuzey Ozelligi gOsteren
mikroorganizmalarin hidrofobik mikroorganizmalara gore gdzenekli

ortamda tasinimlarinin daha kolay oldugu tespit edilmistir.

Karisik mikroorganizma kultdrlerinin, biyolojik olarak pargaladiklar
karbon kaynaklarina goére, gdzenekli ortamda farkh tasinim profilleri

gOsterdigi belirlenmistir.

6.2. Oneriler

Bakteriyel tagsinim, parametre ve etkilesimler agisindan son derece kompleks bir

proses olmasina karsin, uygulama olarak ekonomiktir ve yarattigi gcevresel etki

daha dusuktar.

Cevre muhendisligi uygulamalari agisindan mikroorganizmalari yeraltina énceden

belirlenmis noktalara yollamanin, buralarda tutunmalarinin ve Uremelerini

87



saglamanin, baska bir degigsle onlari kontrol etmenin mumkin olabilecegi bu tez
calismasinda yuzey ozellikleri agisindan ve akis hizlarina bagh olarak incelenmis

ve gosterilmistir.

Yeraltinda biyofilm geligimini, tikanmalara neden olmabilmekte, porozite ve
permeabiliteyi degistirmekte ve mikroorganizmalarin taginimini zorlastirmaktadir.
Bu nedenle daha sonraki calismalarda bu faktorin etkileri daha belirgin olarak

ortaya c¢ikarilabilir ve aritim potansiyelini ne ydnde etkileyecegi belirlenebilir.
Yapilan galigmalar soortaya g¢ikacak sonuglarin endustriyel ¢evre kirlenmesinin

engellenmesinde, dusuk maliyetli kirlilik kontrolinde ve kazalara karsi acil eylem

uygulamalarinda kontrol parametreleri olarak kullaniimasini saglanabilir.
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Ek Sekil 6. Karbon kaynagi olarak glikoz kullanan hidrofilik mikroorganizmalarin,
akis hizlarina bagli olarak kolon reaktorde kum yuzeyine takilma oranlarinin

derinlige dagilimi
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