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SUT ENDUSTRISi ATIKSUYU VE ORGANIK EVSEL KATI ATIGIN
HAMMADDE OLARAK KULLANILMASIYLA KARISIK KULTURDEN
POLIHIDROKSIALKANOAT (PHA) ELDESI

OZET

Petrol tiirevli plastikler yaygin kullanimlarima ragmen dogada cok uzun siireler
bozunmadan kalmast ve cevreye olan zararlariyla bilinirler. Glinlimiizde bu
plastiklerin yerini almaya aday olan biyoplastikler yenilenebilir biyokiitle
kaynaklarindan elde edilen bir plastik tiriidiir fakat biyoplastikler yiiksek
maliyetlerinden dolayr diinyada halen yeterli endiistriyel iiretim seviyesine
ulasamamuislardir.

Bu sebeple bu yiiksek lisans tez projesinin amaci biyoplastiklerin hammaddesi olan
polihidroksialkanoat (PHA) tiretiminde, PHA depolayan mikroorganizmalarin karisik
kiiltiir igeren atik aktif camurdan saglanmasi, yiiksek maliyetten sorumlu faktorlerden
biri olan karbon kaynagi olarak atiksu ve/veya kati atiklar kullanilmasi ile hem
maliyetin diiglirilmesi hem de atiklarin yenilenebilir kaynak olarak degerlendirilip
atigin faydali tirline doniistiiriilmesidir.

Bu amaca yonelik olarak PHA depolanmasi, depolama miktarinin arttirilmasi ve
sistem  konfiglirasyonunun belirlenmesini hedefleyen deneysel bir c¢aligma
yiritilmistir. Bu ¢alismada hammadde olarak siit endiistrisi atiksuyu ve evsel
organik kati atik (gida atig1) kullanilmistir. Calisma {i¢ asamada yiiriitiilmiistir.

Birinci asamada PHA depolayan mikroorganizma grubunun iiretilebilmesi i¢in
sentetik evsel atiksu ile beslenen ve aglik-tokluk rejimi ve anaerobik-aerobik-anoksik
rejimde isletilen iki ayr1 ardisik kesikli reaktor (AKR) isletilmistir. Isletme esnasinda
aclik-tokluk rejiminde 3 ve 6 giin, anaerobik-aerobik-anoksik rejimde 8 ve 12 giin
olmak tizere ikiser farkli gamur yas1 denenmistir. Her bir reaktor 96 giin calistirilmig
ve 12 giin sentetik atiksuya UY A beslemesi yapilmistir. Reaktorlerden atilan ¢amurda
kesikli PHA depolama deneyleri gerceklestirilmistir.

Ikinci asamada hammadde kaynagi olarak segilen siit endiistrisi atiksuyu ve organik
kat1 atiklarin asidifikasyonu amaciyla fermantasyon deneyleri yapilmistir. Deneyler
her iki karbon kaynagi i¢in de farkli F/M oranlarinda (1, 2,5, 5, 10) 6 giin yiiriitiilmiis
ve optimum degeri veren kosullar 4. giin ve F/M=10 olarak belirlenmistir.
Asidifikasyon deneyi sonuglarina gore, segilen kosullarda siit endiistrisi atiksuyunun
iist suyundan 7,2 gKOI/L, organik kat1 atik iistsuyundan ise 5,8 gKOI/L ugucu yag
asidi (UYA) elde edilmistir.

Ucgiincii asamada ise kiiltiir secilimi yapilan biyokiitle ve 6n deneylerin verilerine gore
tekrarlanan fermentasyon deneylerinden elde edilen UYA, PHA iiretimi i¢in uygun
isletme kosullarini arastirmak tizere kesikli deneyler yiritiilmistiir. Kesikli deneyler
toplamda 6 set i¢in farkli F/M oranlarinda denenmis ilk iki sette elde edilen verilere
gore degiskenler indirgenerek diger 4 sete uygulanmistir.
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PHA {iretiminde en yiiksek verim organik kat1 atiktan saglanmis olup kuru biyokiitle
agirlig1 basina %67,3 PHA igerigi aclik-tokluk rejimiyle zenginlestirilmis camur yasi
3 giin olan biyokiitle ile elde edilmistir. Hammadde olarak siit endiistrisi atiksuyu
kullanilmast durumunda ise PHA igerigi %4,9 degerinde kalmis olup ¢amur yas1 8 giin
olan anaerobik-aerobik-anoksik biyokiitleden elde edilmistir.

Bu calismada, atiklarin (6zellikle gida atiklarinin) hammadde kaynagi olarak
kullanilmasiyla, PHA depolama kabiliyeti olan alismis atik aktif camurun bulundugu
atiksu aritma tesislerinde kurulabilecek fermentasyon sistemleri ile entegre calisarak
biyopolimer iiretimi yapilabilecegi gosterilmistir.
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POLYHYDROXYALKANOAT (PHA) PRODUCTION FROM MIXED
MICROBIAL CULTURE BY USING DAIRY WASTEWATER AND FOOD
WASTE AS RAW MATERIALS

SUMMARY

Petroleum-derived plastics are known for their long-term deterioration in nature and
their environmental hazards, despite their widespread use. Today, bioplastics, which
are candidates for replacing these plastics, are a kind of plastic derived from renewable
biomass sources, but bioplastics have not yet reached the sufficient level of industrial
production in the world due to their high costs.

The purpose of this master thesis: in the production of polyhydroxyalkanoate (PHA)
which is the raw material of bioplastics, PHA-storing microorganisms are produced
from waste-activated sludge with mixed culture and the carbon source, which is one
of the factors responsible for high cost, is obtained from wastewater and/or solid
wastes.

For this purpose, an experimental study was conducted aiming to increase PHA
storage, storage amount and system configuration. In this study, milk wastewater and
domestic organic solid waste were used as raw materials. The study was carried out in
three stages.

Firstly, in order to enrich PHA-storing microbial culture, two lab-scale activated
sludge systems consisted of sequencing batch reactors (SBRs) with working volume
of 4 L were operated parallel to offer feast/famine (FF) (SBR-1) and
anaerobic/aerobic/anoxic (AnAA) (SBR-2) growth conditions. Each reactor was
initially seeded with excess activated sludge obtained from a municipal wastewater
treatment plant for enrichment of PHA storing community, and fed with synthetic
wastewater reflecting similar characteristics and COD fractions with domestic
wastewater.

In order to offer feast/famine (FF) environment, SBR-1 operated with 5 h reaction
phase followed by 1 h of settling, decanting and idle periods to provide substrate
gradient. Simultaneous feeding and aeration were initiated at the beginning of each
cycle. The influent wastewater flow-rate of 12 L/d was fed into the reactor with tCOD
concentration of around 500 mg COD/L during the operation period of SBR-1. The
lab-scale reactor was operated for more than 90 days and 12 days VFA feeding
duration in a constant temperature room maintained at 20+2°C under organic loading
rate of 1.5 gCOD/L.d and sludge age of 3 and 6 days.

The experimental data required for the evaluation of PHA storage capability of
anaerobic/aerobic growth conditions, SBR-2 was continuously operated in an
anaerobic/aerobic/anoxic (AnA) sequence with a short post-aerobic phase to improve
sludge settleability. This system was designed for organic carbon and nutrient removal.
The reactor was operated in sequential cycles of 4 h: 60 min of anaerobic reaction
including fast feeding of 5 min with a flow-rate of 15 L/d; 60 min of aeration; 45 min
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of anoxic; 15 min of aeration to improve setting properties of the sludge; 60 min of
settling, decanting and idle. The COD concentration of the wastewater was around 400
mg CODI/L during the operation period of SBR-2. The lab-scale reactor was operated
for more than 90 days and 12 days VFA feeding duration in a constant temperature
room maintained at 20+2°C under organic loading rate of 1.5 g COD/L.d, which is
identical to the SBR-1, and sludge age of 8 and 12 days.

In the second stage, fermentation tests were carried out for acidification of milk
wastewater and organic solid wastes, which were selected as two separate raw material
sources. Fermentation experiments were performed in 1L glass bottles. The TS and
VSS values of anaerobic inoculum sludge were 357 and 73 g/L, respectively. For dairy
wastewater and organic solid waste, 7300 mg COD was calculated in each bottle. The
experiments were carried out for both carbon sources at different F/M ratios (1, 2.5, 5,
10) for 6 days and the optimum values were determined as 4 days and F/M= 10. The
VFA production was monitored during the tests by measuring acetic acid, propionic
acid, valeric acid, butyric acid, isobutyric, valeric acid, isovaleric acid, caproic acid
and heptanoic acid. Total VFA was calculated by conversion of each acid
concentration to equivalent COD concentration. According to the results of the
acidification test, 7.2 gCOD/L of dairy wastewater and 5.8 gCOD/L UYA for organic
solid waste were obtained in the optimum condition.

In the third stage, the PHA production potential of the fermented dairy wastewater and
organic food wastes was examined using acclimated activated sludge in SBRs as initial
biomass under aerobic and anaerobic batch conditions. The food-to-microorganism
(F/M) ratios used for these batch experiments were selected between 1-5 and identical
for both VFA sources. The tests were initiated with the supernatant of acidified sources
and biomass collected from sludge wastage line of each SBR systems. The
acidification efficiencies were varied from batch to batch, thus the actual
characterization was used for estimation of production of PHA derived from VFA
produced in the experiments. VFA and PHA samples were collected every 30-60
minutes intervals for a period of 5h.

High concentrations of PHA were achieved with acidified food waste, while lower
PHA concentration observed with acidified dairy wastewater during the entire
accumulation tests. The highest yield in PHA production was obtained from organic
solid waste and 67.3% PHA content per dry biomass weight was obtained by biomass
enriched with FF regime with sludge age 3 day. In the case of the use of dairy
wastewater as raw material, PHA content was 4.9%, and it was obtained from
anaerobic-aerobic biomass with sludge age 8 day. The results show that PHA content
of the activated sludge may be significantly different compered to F/M ratio and the
source of fermented VFA. In this study, C / N = 21 for milk wastewater and C/ N =
44 for organic solid waste. In terms of PHA production capacities, it was observed that
organic solid waste with a high C / N ratio produced a higher yield of PHA. Due to
high concentration of TKN in milk wastewater, nitrogen-restricted condition could not
be achieved and PHA production was not seen as seen in organic solid waste.

According to data gathered in this study, production of 173 kg polymer from 1000 m*
of dairy wastewater, and 20.3 kg polymer from 1 tone of food waste is possible. The
composition of resulting copolymer (PHBV) is suitable for the production of
disposable items and food packaging materials.

XX



This study shows that biopolymer production can be done by integrating the systems
that can be installed in the wastewater treatment plants where the waste activated
sludge will be obtained by using the wastes as the raw material source.

XXi






1. GIRIS
1.1 Cahsmanin Amaci

Son yillarda biyolojik olarak parcalanabilir materyallerden en umut verici olarak
karsimiza c¢ikanlardan  birisi hemen hemen tiim bakteriler tarafindan
tiretilen/depolanan polihidroksialkanoat (PHA) polimer ailesi olarak bilinmektedir.
Polietilen ve polipropilene benzer 6zelliklere sahip PHA {iriinleri, genellikle igletme
ve hammaddeden kaynaklanan yiiksek maliyetlerinden dolay1 tercih siralamasinda

sonraya kalmaktadir.

Bu calismanin amaci atiklarin hammadde olarak kullanilmasiyla ¢evre dostu
biyoplastiklerin diinyaya faydali olmak {izere endiistriyel liretimde daha az maliyetle

yer almasinin Oniiniin agilabilmesi i¢in gerekli 6n ¢alismalarin yapilmasidir.

1.2 Konu ve Kapsam

Biyoplastiklerin PHA’dan iiretilmesinde karbon kaynagi olarak kullanilacak
hammaddenin yliksek maliyeti dolayisiyla ucuz ve uygun hammadde arayisinda
giinden giine atik maddelere yonelim gerg¢eklesmektedir. Boylece bertaraf edilmesi
ayrica maliyet gerektiren atiklar/atiksular hammadde olarak kullanilarak ikili fayda

saglanabilecektir.

Bu calismanin konusu biyoplastiklerin hammaddesi olan polihidroksialkanoatlarin
(PHA) iiretimini optimize edecek sistem konfigiirasyonunun 6nerilmesi, bu sistemin
optimum kosullarinin belirlenmesi ve elde edilecek PHA miktar ve kompozisyonunun
belirlenmesidir. Bu konu kapsaminda aglik-tokluk rejimi ve anaerobik-aerobik-
anoksik rejim olmak iizere kiiltiir zenginlestirme sistemleri iki ayri reaktorde
denenmistir. Ayrica siit endiistrisi atiksuyu ve organik kati atik olmak iizere iki
hammadde kaynagmin asidifikasyon verimleri incelenerek kesikli deneylerle

zenginlestirilmis kiiltiirde PHA iiretimine katkilar1 incelenmistir.






2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Plastikler ve Cevreye Etkileri

Polimerler, monomer adi1 verilen kii¢iik molekiillerin art arda tekrarli kiimelesmesi ile
olusan uzun zincirli makromolekiillerdir. Plastikler ise 6ncelikli olarak petrol kaynakli

bilesiklerden sentezlenen polimerlerdir.

Plastikler, termoplastikler ve termosetler olmak {izere iki tiire ayrilir. Termoplastikler
isitilarak ve sogutularak sekil verilebilen bir plastik tiiriidiir. Giiniimiizde tretilen
plastiklerin %90°’1 termoplastiktir. Bu gruba 6rnek olarak polietilen (PE), polipropilen
(PP), polietilen tereftalat (PET), polivinilkloriir (PVVC) ve polistiren (PS) verilebilir.
Termosetler ise 1s1 veya baska yollarla sekillendirilip sertlestikten sonra yeniden
islenemez ve sekillendirilemezler. Epoksi (EP), politiretan (PUR) ve ticari olarak
teflon adiyla bilinen politetrafloroetilen (PTFE) termosetlere drnek olarak verilebilir

(Stevens, 2002).

Petrol bazli plastik malzemeler giinliik yasantimizda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
tiir malzemelere yonelik artan talep iki temel sorun ortaya ¢ikarmaktadir: (i) azalan
petrol rezervleri artik yakin gelecekte toplumdan gelen yiiksek talebi
karsilayamayacaktir ve (i1) bu plastikler biyolojik olarak tamamen bozunamadigindan,

atik bertarafi 6nemli bir konu haline gelmektedir (Andreessen ve dig., 2014).

Diinya genelinde giinliik 89 milyon varil' ham petrol tiiketilmektedir. Buna gore 1,5
trilyon varil olarak kanitlanmis kiiresel ham petrol rezervlerinin 2060 yilinda
tilkenecegi tahmin edilmektedir. 1 ton plastik iiretilebilmesi i¢in 1,8 ton ham petrol
kullanilmakta ve bu proses sonucu 1,9 ton CO» salinimi ger¢eklesmektedir (Bernard,
2014).

Petrol tilirevli plastiklerin dogaya ve canlilara bir¢ok zarari bulunmaktadir. Bu
plastikler dogada ¢ok yavas bir sekilde bozunmakta veya tamamen bozunamamakta

ve zehirli son iirlinlere doniisebilmektedir. Bu konuda en 6nemli endise son iiriinlerin

11 varil: 159 litre



dogrudan veya dolayli olarak yeralti sularina sizmasiyla besin zincirine ulagmasi,
insanlar dahil toksisite ve mutasyona neden olmasidir (Bernard, 2014). Bazen de petrol
tiirevli plastiklerin dogrudan zararlar1 olabilmektedir. Ornegin; icecek ambalaj1 olan
sert plastik yapiminda kullanilan Bisfenol-A kimyasali, mikrokirleticiler arasina

girmis olup endokrin bozucu (hormon bozucu) olarak bilinmektedir (Rubin, 2011).

2.2 Biyoplastikler

Biyoplastik, biyo-bazli olan bitkisel yaglar ve yaglar, misir nisastasi, bezelye nisastasi
veya mikrobiyota gibi yenilenebilir biyokiitle kaynaklarindan elde edilen biyo-

bozunur bir plastik tirtdiir.

Tiim biyo-bazli malzemelerin genellikle biyolojik olarak parcalanabilen ve aym
sekilde tim biyolojik olarak pargalanabilen malzemelerin biyo-bazli olmadiginin
anlasilmas1 onem tagimaktadir. Mikroorganizmalar tarafindan uygun kosullar altinda
parcalanip besi maddesi olarak kullanilabilen malzemeler biyo-bozunur olarak kabul
edilmektedir (Ashter, 2016). Sekil 2.1’de biyo-bazli igeriklerine ve biyo-
bozunabilirliklerine gore plastik tiirlerinin siniflandirildigr bir malzeme koordinat
sistemi verilmistir. Koordinat sistemi biyo-bazli, biyo-bozunabilir, fosil-bazli ve biyo-

bozunamayan olmak iizere dort boliime ayrilmistir.

Biyo-bazli

~

/"F Bivoplastikler Bivoplastikler

\ Orn; Bio-bazli PE,
. PET,PA, PTT

e

Orn; PLA , PHA, ’
PBS, nisasta karisimi |

e e Bivo-bozunur

bozunamavyan
Bilinen Plastikler Bryoplastikler

Orn; PE, PP, PET Orm; PBAT, PCL

Fosil-bazli

Sekil 2.1 : Biyoplastiklerin sematik gosterimi (Pittmann ve dig., 2016).



Biyo-bazli olup biyo-bozunamayan plastikler: PE, PET, PA ve PTT gibi,
Biyo-bazli ve biyo-bozunur plastikler: PLA, PHA ve PBS gibi,
Fosil-bazli olup biyo-bozunabilir plastikler: PBAT ve PCL gibi,

YV V VYV V

Fosil-bazli ve biyo-bozunamayan plastikler: geleneksel plastikler PE, PP, PS
gibi.

Biyoplastikler petrol bazli olmadiklarinda dolay1 2025 yilina kadar plastik iiretimi i¢in
kullanilan petrol tiiketiminin %15-20 oraninda azalmasi beklenmektedir. (Ashter,
2016). Su anda biyoplastikler yillik iiretilen 320 milyon ton plastikten yaklasik %]1’ini
temsil etmektedir. Avrupa Biyoplastik Birligi ve Nova Enstitiisii’niin derledigi piyasa
verilerine gore kiiresel biyoplastik tiretim kapasitesi 2017 yilinda yaklagik 2,05 milyon
ton iken 2022 yilinda yaklasik 2,44 milyon tona ¢ikacagi ongoriilmektedir. Ayrica
Sekil 2.2°de goriildiigii iizere biyoplastik pazarinda en biiyiik paya %58 ile ambalaj
sektorl sahiptir (www.european-bioplastics.org).

2

Ambalaj
5 ® Tiiketim Uriinleri

Otomotiv ve Tasimacilik

Tc;péasm: ® Yapi ve Insaat
DA ilvon ton ® Tekstil
7 (%) 58 Tarnm ve Cigekeilik
® Elektrik ve Elektronik
® Diger

Sekil 2.2 : 2017 y1l1 sektorel kiiresel biyoplastik tiretim kapasitesi (www.european-
bioplastics.org).

Pittmann ve arkadaglar1 (2016) laboratuvar 6l¢eginde yaptiklart deney sonuglarina ve
Alman atiksu aritma tesislerinden elde ettikleri ayrintili verilere dayanarak 2015 yil
diinya ¢apindaki biyopolimer iiretiminin %20’den fazlasin1 Almanya’daki olas1 teorik
tiretimin gerceklestirebilecegini gostermislerdir. Ayni ¢aligmada Avrupa Birligi iiyesi
tilkeler hakkinda daha derin bir tahmin yapilarak diinyadaki biyopolimer iiretiminin

%115’inin Avrupa atiksu aritma tesislerinde iiretilebilecegini gostermislerdir.


http://www.european-bioplastics.org/
http://www.european-bioplastics.org/
http://www.european-bioplastics.org/

2.3 Polihidroksialkanoat (PHA)

Cesitli mikroorganizmalar zorlu sartlar altinda gerektiginde kullanmak tizere hiicre i¢i
depolama yaparlar. Depolama tiirleri PHB, PHV, 3H2MV ve 3H2MB gibi ¢esitli
sekillerde olabilir. Biitiin bu depo polimerlerinin genel ad1 polihidroksialkanoat (PHA)
olarak bilinir(Rhu ve dig., 2003). PHA iireten 300'den fazla farkli mikroorganizma
oldugu ve PHA bileseni olarak 100’den fazla monomer oldugu bulunmustur (Paul ve
dig., 2012).

PHB ilk olarak 1925 yilinda Fransiz mikrobiyolog Lemoigne tarafindan
tanimlanmistir. Lemoigne, izole ettigi Bacillus megaterium tliriinden kloroform
ekstraksiyonuyla polimer elde etmistir. Fakat PHB’ye ait genel bilgi 1973 yilinda
Dawes ve Senior tarafindan 6zetlenmistir. 1974 yilinda ise Wallen ve Rohwedder aktif
camurdan PHB haricinde farkli tiirlerde PHA elde edilebilecegini belgelemistir (Doi,
1990).

PHA fiireten bakteriler, fototrofik bakteriler, arkeler, gram pozitif-gram negatif
bakteriler, aerobik bakteriler ve anaerobik bakteriler gibi farkli taksonomik gruplari
icerir (Yang, 2007). PHA'lar, hiicre igerisinde 0,2-0,5 pm ¢apli ayr1 graniiller halinde
depolanirlar (Yang, 2007).

Sekil 2.3’te PHA graniillerinin goriintiisii, Sekil 2.4’te PHA monomerlerinin genel
kimyasal yapis1 verilmistir. “n” lineer polyester yapisindaki karbon sayisini, R1 ve R2

ise degisken hidrokarbon yan zincirlerini gostermektedir.

Sekil 2.3 : Gegirimli elektron mikroskobu altinda R. Eutropha hiicrelerinde
depolanan PHA graniilleri (Hawaii Universitesi) (Yang, 2007).



n=100-300000
n=1, R4=CH5 and R,=H —> Poly( 3-hydroxybutyrate)
n=1, R{=CH,CH; and R,=H —> Poly( 3-hydroxyvalerate)

n=1, R4=CH,CH; and Ry= CH3 —> Poly( 3-hydroxy-2-methyvalerate)

Sekil 2.4 : PHA’nin genel kimyasal yapisi(Carmo, 2013)

Hidroksialkanoatlar ii¢ gruba ayrilabilirler: kisa zincirli hidroksialkanoatlar (scl-HA)
3-5 karbonlu olarak, orta uzunlukta zincirli hidroksialkanoatlar (mcl-HA) 6-14
korbonlu olarak ve uzun zincirli hidroksialkanoatlar (Icl-HA) 14’ten fazla karbonlu
olarak bilinmektedirler (Pandey ve dig., 2016; Kaur ve Roy, 2015).

Alkil grubun (R) boyutu, PHA’larin malzeme 6zelliklerini yiiksek oOlglide
etkilemektedir. Kisa zincirli PHA’larin metil ve etil gruplar gibi kiigiik yan zincirleri
yiiksek gerilme modiilii, yiiksek kristallik ve kopmada diisiik uzama ile sert malzeme
ozelligi gosterirken, orta uzunlukta zincirli PHA’larin biiyiik yan zincirleri nispeten
diisiik kristallik, kopmada yiiksek uzama ve diisiik erime sicakligina sahip elastik
malzeme Ozelligi gostermektedirler (Yang, 2007). scl-PHA (kisa zincirli)
polipropilene, mcl-PHA (orta uzunlukta zincirli) ise diisiik yogunluklu polietilene
benzer oOzellikler tasimaktadir (Serafim, 2006). Cizelge 2.1’de petrol tiirevli

plastiklerin ve tipik PHAlarin mekanik 6zellikleri verilmistir.

Petrol tiirevli plastiklerin aksine, PHA yenilenebilir kaynaklardan tiretilmekte ve
bertaraf edilmek amaciyla mikroorganizmalar tarafindan oksijenli ortamda
karbondioksit ve suya kadar ayristirilabilmektedir (Mendez-Vilas, 2015). PHA
biyoplastiklerinin uzun vadeli etkisi caziptir. Memeliler tarafindan PHA'nin yutulmasi,
higbir zararl etki gostermemektedir. Mikroorganizmalar iizerinde ise ne polimer ne de

yikima ugrayan ara maddeler toksik etki yaratmamaktadir (Bernard, 2014).



Cizelge 2.1 : Petrol tiirevli plastiklerin ve tipik PHA’larin mekanik 6zellikleri (Yang,
2007; Andreessen ve dig., 2014).

Ozellikler Birim PP LDPE P3HB P3HV Pg:::\E/’
Erime Sicakhgy, Tm °C 168 123 177 119 140
Camlasma Sicakhgi, °C -20 -36 4 -15 -1
Ty
Kristallesme Derecesi, % 60 30 70 - 60
Xcr
Elastikiyet Katsayisi Gpa 1.3 0.4 3.5 - 0.8
(Young Modiilii), E
Cekme Dayamimi, ¢ Mpa 36 20 43 31 20
Kopma Uzamasi, ¢ % 350 530 5 14 50

Kisaltmalar: ~ PP:polipropilen; LDPE:diisiik  yogunluklu  polietilen; P3HB:poli(3
hidroksibiitirat); P3HV:poli(3 hidroksivalerat); PSHB3HV: poli(3-hidroksibiitirat ile %10 mol
3-hidroksivalerat)

Depolanan PHA nin hiicre i¢inden ¢ikarilmasi ve saflagtirilmasi amaciyla kloroform,
metilen klorid, 1,2-dikloroetan, propilen karbonat gibi ¢esitli organik ¢oziiciilerle
ekstraksiyon yapilabilmektedir (Doi, 1990).

PHA’lar tibbi biyo-implantlardan biyoyakitlara, yem katki maddelerine, endotoksin
giderimine, gida kalitesinde yiizey aktif maddelere, kimyasallara, ilaclara ve {i¢
boyutlu baski malzemelerine kadar degisen endiistriyel zincirde kullanilmaktadir
(Pandey ve dig., 2016). Uygun bakteriyel kiiltiir se¢cimi, ucuz karbon kaynagi, verimli
fermentasyon ve geri kazanim siire¢leri PHA'nin ticarilestirilmesi i¢in dikkate alinmasi

gereken 6nemli hususlardir (Mendez-Vilas, 2015).

2.4 Kangsik Mikrobiyal Kiiltiirden PHA Uretimi

Giintimiizde, PHA petrol tiirevli plastiklere alternatif bir malzeme olarak
ticarilestirilmis olsada ¢ogunlukla saf kiiltiir sistemleri kullanilarak iiretilmekte olup
saglanan aseptik sartlardan dolayr maliyeti yiiksektir. Boylece PHA’larin genis
kullanimi smirlanmakta ve petrol tiirevli plastiklerle rekabet edememektedir. Bu
sebeple higbir sterilizasyona gerek duymayan ve atik/atiksu kullanilmasini saglayan
karisik mikrobiyal kiiltiire yonelim gerceklesmistir. Ornegin karisik kiiltiir kullanilarak
Aclik-tokluk stratejisiyle kagit endiistrisi atiksuyundan maksimum PHA depolama
kapasitesi hiicre kuru agirligi basina %77 olarak elde edilmistir (Fradinho ve dig.,
2016).



PHA iiretiminde ¢ogunlukla glukozun besin olarak kullanildig saf kiiltiirlerden farkli
olarak, karma kiiltiir biyoteknolojisinde, PHA iiretimi i¢in Oncii olarak ugucu yag
asitleri (UY A) kullanilmaktadir (Kourmentza ve dig., 2017). Karisik mikrobiyal kiiltiir
kullanilarak atik ve atiksulardan elde edilen PHA larin {iretimi genellikle belirli bir
islem sirast ile gergeklestirilir: (1) UYA iretimi igin asidojenik fermentasyon; (2)
Atiksu aritimi ile eszamanhi olarak PHA depolayan biyokiitlenin kiiltiir gelisimi; (3)
Biyokiitlenin PHA igerigini en list diizeye ¢ikarabilmek i¢in PHA akiimiilasyonu ve
(4) Polimer geri kazanimi. Bu tiir bir yaklasim, atiksu ve atiklar bertaraf edilirken ayni

zamanda degerli {iriin {iretimini igeren entegre bir yaklasimdir (Bengtsson ve dig.,

2017).

Chua ve arkadaslar1 (2003) atiksu aritma tesisinde karisik kiiltiirle PHA iiretimi
lizerine yaptiklar1 calismada sadece atiksu ile beslenen sistemde PHA icerigini
biyokiitlenin %20’si, asetat igeren atiksu ile beslendiginde ise biyokiitlenin %30’u
olarak tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada ¢amur yasinin 3 iken ¢camur yasi 10 oldugu

zamana gore daha iyi PHA depolama kapasitesi elde ettiklerini belirtmislerdir.

2.5 Kiiltiir Zenginlestirme

Atik aktif ¢camurun PHA iiretiminde kullanilmasinda ardisik kesikli reaktorlerde
fermente  atik/atiksularin  beslenmesiyle  farkli  sistem  konfigiirasyonlar
uygulanmaktadir (Saharan ve dig., 2014). Son on yildir, orta ¢oktiirme fazi olan
aerobik dinamik besleme, azot kisitli aerobik dinamik besleme, aydinlatilmis AKR ile
fotosentetik, 151ksiz tokluk faziyla fotosentetik, siirekli tokluk faziyla fotosentetik,
aerobik-anoksik, anoksik-aerobik, mikroaerofilik olmak iizere bir ¢ok kiiltiir
gelistirme sistemi kullanilmakla birlikte hala en ¢ok kullanilan sistemler aglik-tokluk
ismiyle de bilinen aerobik dinamik besleme ve anaerobik-aerobik sistemlerdir
(Kourmentza ve dig., 2017; Saharan ve dig., 2014). Cizelge 2.2°de bu iki kiiltiir

gelistirme sisteminin temel 6zellikleri verilmistir.



Cizelge 2.2 : Kiiltiir gelistirme sistemlerinin temel 6zeti ( Kourmentza ve dig., 2017)

Anaerobik-Aerobik (AN/AE) Kiiltiir Gelistirme

Tokluk Ac¢hk
Havalandirma Yok Var
e alicisi PHA Oksijen
Enerji kaynag Glikojen/Polifosfat PHA oksidasyonu
Karbon kaynag: Dis substrat PHA

Elektron alicis1 eksikligi*

PHA depolama i¢in stres kosul ..
P h suiu Substratin gecici varligi***

Aerobik Dinamik Besleme (Ac¢hk-Tokluk) ile Kiiltiir Gelistirme

Tokluk Ac¢hk
Havalandirma Var Var
e alicisl Oksijen Oksijen
Enerji kaynag Substrat oksidasyonu PHA Oksidasyonu
Karbon kaynag Das substrat PHA
Azot kullanim Var** Var**

PHA depolama icin stres kosulu  Substratin gegici varligir***

*e alicist eksikliginin stres kosulu olmasina ragmen bu kisitlama bu kiiltiirlerin PHA
iiretmesinde zorunluluk degildir, aerobik kosulda da iiretebilir.

**Cesitli C/N oranlari, aclik veya tokluk fazinda azot kisitlamasi ile sonuglanmistir. Bununla
birlikte pek ¢ok genis capli konfigiirasyon her iki fazda da azot kullanimi saglayabilir.

***Substratin gecici varligi, depolanan PHA’y1 tiiketen aglik fazinda biiylime; i¢sel biiylime
faktorlerinin sinirlandirilmasi; substrat ilavesinde PHA fiireticilerinin daha yiliksek depolama
ile yanit vermesi asamalarini saglar.

2.5.1 Achk — Tokluk rejimi

Giintimiizde acglik tokluk rejimi, karisik mikrobiyal kiiltirden PHA {iretim
sistemlerinde PHA depolayan mikroorganizmalar1 se¢gmek i¢in en yaygin uygulanan
stratejidir (Fradinho ve dig., 2016). Aglik tokluk rejiminde PHA depolanmasini
saglayan smirlayici faktor karbon kaynagi mevcudiyetidir. Bu rejimde siireg
mikroorganizmalarin aerobik kosulda asir1 miktarda karbon kaynagina tabi tutulmasi
ve sonrasinda yine aerobik kosulda uzun siireli karbon eksikligi yasamalarina baglh
olarak islemektedir (Kourmentza ve dig., 2017). Ag¢lik-tokluk rejiminin kullanildig:
bir sistemin sematik gosterimi Sekil 2.5’te, aclik ve tokluk fazlarina gore PHA iiretimi,
karbon kaynagi tiiketimi ve hiicre biiyiimesindeki es zamanli degisiklikleri gosteren

¢izim ise Sekil 2.6’da verilmistir.

PHA aerobik kosullar altinda asetil-COA ile asetattan, propiyonil-CoA ile
propiyonattan, hidroksilasil-CoA ile biitirat ve valerattan ve beta oksidasyonuyla uzun

yag asitlerinden iretilebilir (Kootstra, 2017).

10



Kultlr Zenginlestirme

Fermentasyon

Aktif Camur Aritma Sistemi o
Sentetik karbon Okturmg—
kaynagi Tokluk Aclik Havuzu
Ugucu Yag Aerobik Aerobik
Asitleri
Atik Gamur

Karbon kaynagi
(endustriyel atiksu, Ugucu Yag
organik atiklar) Asitleri | PHA Uretim Reaktorii

H

Nutrient Kazanimi
Biyokutle Giderimi

PHA Kazanimi

Sekil 2.5 : Ac¢lik-Tokluk rejimi sistem konfigiirasyonu (Paul ve Liu, 2012).
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Sekil 2.6 : Aclik-Tokluk rejiminde fazlara gore karbon kaynagi, PHA ve hiicre
biiylimesi degisimi (Serafim, 2006).
Besi maddesi mevcudiyetinin (tokluk fazi) ardisik periyotlarina maruz birakilan
biyokiitle ve besi maddesinin sistemde mevcut olmadig1 (aclik periyodu) durum
literatiirde siklikla dengesiz biiylime olarak adlandirilmaktadir. Dinamik kosullar
altinda, biyokiitlenin biliylimesi ve polimerin depolanmasi, fazladan bir dis besi
maddesi oldugunda eszamanli olarak meydana gelmektedir. Tiim harici besi maddesi
tiketildiginde, depolanmis polimer karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanilabilmektedir (Sekil 2.7). Bu durumda, depolama polimerleri, biiyiime
sinirlamas1 olmayan kosullar altinda olusturulmaktadir. Depolama olay1 genellikle
biiylime iizerinde baskindir, ancak uzun bir siire boyunca besi maddesinin siirekli
olarak bulundugu kosullar altinda, fizyolojik adaptasyon gergeklesmekte ve biiyiime
daha 6nemli hale gelmektedir. Gegici besi maddesi tedariki ile karsilagildiginda PHA
depolayabilme yetenegi olan mikroorganizmalar, bu kabiliyete sahip olmayanlara

kiyasla bir rekabet avantaji saglamaktadir. Bu yaklasim, besi maddesinin PHA'ya
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doniistimiinii saglarken glikojen veya polifosfat gibi diger hiicre i¢i materyallere

donlismemesini saglamaktadir (Salehizadeh ve dig., 2004).

FEAST/FAMINE (Acrobic)

Acctlate - acetate

HEHHHH- Storage

ATP -
Cn.-'\) Growth (feast)
AMP -=- == --- Growth (famine)

. u:'ctyl—CulA (A

acetyl-CoA (A)

—/) CoA

acetoacetate -~ - -~ -- - - w—— -- - - acetoacetyl-CoA
AM

A .

; ATP ap NADPH

. CoA

; NADP*
NADH ‘j

Di{-) hydroxybutyryl-CoA

NAD* 1
: ;, P(IHB),

D(-) 3-hydroxybutyrale <€ -------z=---- P(3HB)_,, (Poli 3-hydroxybutyrate)

P(3HR),

Sekil 2.7 : Aglik-Tokluk rejiminde PHA iiretim metabolizmasi (Salehizadeh ve dig.,
2004).

Chen ve arkadaslar1 (2016) yaptiklar1 ¢alismada aktif camurdan PHA {ireten bakteri
grubunun zenginlestirilmesinde aglik-tokluk rejimiyle c¢alisan ve fermente seker
kamis1 atiksuyu ile beslenen ardisik kesikli reaktor isletmislerdir. Buna gore %61,26
PHA igerigi olan zenginlestirilmis kiiltiirii elde etmek icin optimum isletme
kosullarmi, camur yas1 5 giin, karbon konsantrasyonu 2,52 gKOI/L ve baslangig
biyokiitle konsantrasyonu 3,65 g/L olarak belirlemislerdir.

2.5.2 Anaerobik-Aerobik rejim

Karisik kiiltiirlerde PHA iiretimi ilk olarak aerobik-anaerobik asamalari igeren atiksu
aritma tesislerinde aktif ¢amur ile biyolojik fosfor gideriminde gozlenmistir. Boylece
PHA depolayan mikroorganizma toplulugunu zenginlestirmeye yonelik ilk girisimler

bu kosullarin kopyalanmasiyla gerceklestirilmistir (Sekil 2.8). Bu sistemde fosfat

12



aktimiile eden (PAO) ve glikojen akiimiile eden (GAQO) organizmalar, e alicisinin
smnirlandig1  anaerobik fazda PHA  {retmeleriyle tanimlanmislardir. Bu
mikroorganizmalar aerobik fazda mevcut oksijeni kullanarak hiicre i¢i depolanan

PHA’y1 tiiketirken daha yiiksek ATP verimi elde ederler (Kourmetza ve dig., 2017).

Kdltir Zenginlestirme
Aktif Camur Aritma Sistemi
Ham —@ ¢ Sktirme—

H
Atiksu Ariasrabik ro— avuzu

Atik Camur
Karbon kaynagi
(endQstriyeI atiksu,
organik atiklar) PHA Uretim Reaktéri

Fermentasyon

PHA Kazanimi

Sekil 2.8 : Anaerobik-Aerobik rejim sistem konfigiirasyonu (Paul ve Liu, 2012).

Biyolojik fosfor giderimi yapan sistemle birlikte PHA iiretiminin eszamanli yapilmasi
etkili bir yontem olabilmektedir. Fosfor akiimiile eden organizmalar (PAO) ilk olarak
Wallen ve Rohwedder tarafindan bulunmustur. Bu organizmalar PHAy1 anaerobik faz
altinda polifosfat yikimindan tiiretilen enerji ile depolamaktadirlar. Ayn1 sekilde
glikojen akiimiile eden organizmalar da (GAO) ugucu yag asitlerini biinyelerine alarak
asetil-CoA ve propiyonil-CoA ile PHA’ya doniistiirebilmektedirler. Fakat ayni
zamanda bu mikroorganizmalar anaerobik fazda glikojen ve polifosfat depolamasi da
yaptiklarindan dolayr PHA iiretim kapasitesi sinirlanmaktadir (Saharan ve dig., 2014,
Kourmetza ve dig., 2017). Sekil 2.9°da anaerobik (PAO/GAO) rejimde PHA iiretim

metabolizmasi verilmistir.

Aktif camur anaerobik kosullar altinda hiicre kuru agirliginin yaklasik % 20'si kadar
PHA'y1 depolayabilir (Salehizadeh ve dig., 2004). Bununla birlikte, 1990’larin
sonlarinda aerobik dinamik beslenme yontemi ile zenginlestirme ¢aligmalari yapilmas,
daha ytliksek PHA igerigi elde edilmistir ve dolayisiyla anaerobik-aerobik arastirma
calismalar1 sinirli kalmistir. Fakat ileri arastirmalar anaerobik-aerobik sistemlerin
aerobik dinamik beslemeye kiyasla havalandirma gereksinimleri agisindan enerji
maliyetinden tasarruf edilebilen faydali sistemler oldugunu kanitlayabilir (Kourmetza
ve dig., 2017).
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Sekil 2.9 : Anaerobik-Aerobik rejimde PHA {iretim metabolizmas1 (Salehizadeh ve
dig., 2004).

2.6 PHA Uretiminde Atiklarin Hammadde Olarak Kullanilmasi

PHA {iretiminde toplam iiretim maliyetinin %40-48’inin hammadde kaynakli oldugu
sOylenmektedir (Rodriguez-Perez ve dig., 2018). Giiniimiiziin boru sonu atiklar1 ve
atiksularini yenilenebilir hammaddeler iireten biyorafinerilere doniistiirmek miimkiin
goriinmektedir (Bengtsson ve dig., 2017). PHA iiretimi i¢in ii¢ tip yenilenebilir
hammadde bulunmaktadir: tahillar veya bunlarin bilesenleri, tarim ve ormancilik
biyokiitlesi ve endiistriyel atiklar/atiksular (Yang, 2007). Gorece yiksek UYA
konsantrasyonlarina sahip endiistriyel atiksularin aritilmasi esnasinda PHA depolayan
mikroorganizma grubunun kiiltiir gelisiminin miimkiin oldugu kanitlanmistir

(Bengtsson ve dig., 2017).

Calismalar substrat bilesimi, konsantrasyonu ve tiiketiminin tiretilen PHA tiirlinti de
degistirdigini rapor etmektedir. Ayrica pH ve sicakligin da PHA iiretimini ve
bilesimini etkiledigi belirtilmistir (Saharan ve dig., 2014). Asetat, propiyonat ve biitirat
kullanilarak yapilan PHA sentezinde HB ve HV cinsinden depolama oldugu
goriilmistiir. Laktat, malat, siiksinat, piriivat, propiyonat ve aspartatin substrat olarak
kullanilmasiyla HB/HV kopolimerlerinin yaninda 3H2MV ve 3H2MB’de iiretilmistir
(Salehizadeh ve dig., 2004).
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Aktif ¢camur AN/AE ve aerobik dinamik besleme (ADF) sistemiyle ardisik kesikli
reaktorde zenginlestirilebilmektedir. UYA igerigi polimerin igerigini ve yapisini
etkilemektedir. Aerobik ortamda fermente gida atiklariyla PHA depolama %39,6
seviyesindeyken fermente edilmemis gida atiklarinda bu oran %35,6 seviyesinde
kalmaktadir. Bu durum fermente edilen organik atiklarin, kullanimindan once
ayristirilmast  gereken kompleks organik besi maddelerine gore daha verimli

tiikketildigini gostermektedir (Saharan ve dig., 2014).

UYA’lar anaerobik fermentasyonla iki asamada firetilir: ilk asama hidroliz faz1 ve
ikinci agama asidifikasyon fazidir. Hidroliz fazinda kompleks organik maddeler amino
asitler, sekerler ve uzun zincirli yag asitlerine dontistiiriilmekte, asidifikasyon fazinda
ise bu bilesenler ugucu yag asitleri ve alkollere doniistiiriilmektedir (Kootstra, 2017).

Anaerobik fermentasyon asamalarindan asetojenesiste (Sekil 2.10) sintrofik-
asetojenesis (A) propiyonat ve bitiratin anaerobik olarak asetat ve Hj’e
oksitlenmesinden sorumludur, homo-asetojenesis (B) ise CO2 ve Hz’den tek son iiriin
olarak asetat tiretiminden sorumludur (Calli ve Tugdas, 2010). Metan iiretim safthasi

(metanojenesis) pH ya da fermentasyon siiresi ile engellenmektedir.

Kompleks Organik Maddeler A
(Karbonhidrat, protein, yaglar)
l 1. Hidroliz

Mono ve Oligomerler 4
(Sekerler, Aminoasitler,

Uzun Zincirli Yag Asitleri) 2. Fermentasyon
20-30% 50-70% 10-30%
v
Propiyonat,

H, + CO, <«—¢— Biitirat, Valerat —— Asetat _ ‘
| @ vb. @ I 3. Asetojenesis

Sekil 2.10 : Anaerobik fermentasyon ile UYA tiretimi ( Callt ve Tugdas, 2010).

2.6.1 Siit endiistrisi atiksuyu

Siit endiistrisi genellikle birgok iilkede gida isleme atiksularmin en biiyiik kaynagi
olarak kabul edilmektedir. Bu endiistrinin yliksek cesitlilik gosteren dogas1 nedeniyle,
cesitli iirlin isleme, tasima ve paketleme islemleri, farkli kalite ve miktarlarda atiklar

olusturmaktadir. Genel olarak, siit isleme endiistrisinden elde edilen atiklar, proteinler,
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karbonhidratlar ve lipitler gibi yiiksek konsantrasyonlarda organik madde, yiiksek
konsantrasyonlarda KOI igermektedir (Wang ve dig., 2004).

Siit endiistrisinde olusan atiksularin bir kismi proses ve ekipman arizalar1 kaynakl
olmakla birlikte cogu yikamadan kaynaklanmaktadir. Yikama yapilan ekipmanlar,
tiretim ¢evrimleri arasindaki tagima hatlar1 ve ekipmanlari, tankerler, siit silolar1 olarak
sayilabilir (Demirel ve dig., 2004). Siit endiistrisi islenen 1 litre siit basina ortalama 2-
6 litre siit atiksuyu olusturmaktadir (RAC/CP, 2002). Bir baska kaynakta ise bu deger
0,2-10 litre, ortalamada 2,5 litre atiksu olarak verilmistir (Shete ve Shinkar, 2013).

Siit endiistrisi siit, tereyagi, yogurt, dondurma, gesitli tatlilar ve peynir gibi farkl
tiriinler irettiginden, bu tiir atiklarin 6zellikleri, sistemin tiiriine ve kullanilan igletim
yontemlerine bagli olarak biiyiik 6lclide farklilik gostermektedir (Demirel ve dig.,
2004). Bu sebeple siit endiistrisi atiksuyu KOI konsantrasyonu 80-95000 mg/L gibi
genis bir aralikta deger vermektedir (Chokshi ve dig., 2016).

Yu ve Fang’in (2002) yaptiklart calismada KOI’nin %48,4’iiniin UYA’ya
doniistiigiinii belirtmis ve biyokiitle verimini pH 5,5’te 0,32 mgUAKM/mgKOI olarak
elde etmislerdir. Aynm1 ¢alismada asetat, propiyonat, biitirat ve etanoliin ana iiriinler
oldugunu, pH 4-4,5 arasinda propiyonat ve etanol agirlikli tiretim olurken pH 6-6,5

arasinda asetat ve bitirat agirlikli tiretim oldugunu belirtmislerdir (Yu ve Fang, 2002).

Chakravarty ve arkadaslar1 (2010), siit ve dondurma proses atiksuyundan pilot 6lgekli
sistemde PHA {iretimi tlizerine yaptiklari ¢aligmada atiksuyu fermente ederek
kullanmis ve yaklasik %43 PHA igerigi elde etmislerdir. PHA tiretim verimini ise 0,25
kg PHA/kg KOI olarak belirtmislerdir. Yapilan bir diger ¢alismada Bosco ve Chiampo
(2010) stit endiistrisi atiksuyundan pH ayarlamasi olmadan {irettikleri PHA yiizdesini
13,82 gPHA/gUAKM olarak bulmuslardir.

2.6.2 Evsel organik kat1 atik

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO), insanlar icin iiretilen gida
maddelerinin kiiresel olarak {i¢te birinin atik olarak sonlandigini ve bunun da yilda 1,3
milyon kton oldugunu tahmin etmektedir (www.fao.org). Gida israfi kiiresel bir
konudur ve bu nedenle gida atiklar1 degerli biyoiiriinler yaratma potansiyeline sahiptir.

Avrupa’da 57 milyon tonu evsel kaynakli ve yemek hizmeti kaynakli olmak tizere
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yilda yaklagik 88 milyon ton gida israf edildigi tahmin edilmektedir (Nielsen ve dig.,
2017).

Belediye atiklarina gelecek olursak Avrupa Birligi iilkelerinde 2015 yilinda %40-60’1
organik olan 241 milyon ton belediye atig1 toplanmistir (Vea ve dig., 2018). TUIK
belediye atik istatistiklerine gore ise 2016 yilinda belediyelerce 31,6 milyon ton kati
atik toplanmistir. Bu atiklarin sadece %9,8’1 geri doniisiim tesislerine gonderilirken
%61,2’si diizenli depolama tesislerine gonderilmistir. Ayrica 2016 yili kisi basi

toplanan giinliik ortalama atik miktari 1,17kg olarak hesaplanmistir (Www.tuik.gov.tr).

Evsel kati atiklarin yaklasik %50’sinin organik atik oldugu bilinmektedir (Garcia ve
dig., 2018). Tiirkiye’de ise 2016 verilerine gore bu degerin %55,54’e kadar ¢iktig
goriilmektedir (Sekil 2.11).

TURKIYE

%8,03

%0,43 [ Biyoatik

[ Kagit-Karton

B B Plastik
Cam
%1,37 2025 B Metal
%3.38 B Yanabilir
%5.86 ' B Evsel Tehlikeli Atk
M Diger

%8,11

Sekil 2.11 : Tiirkiye atik karakterizasyonu (T.C Cevre ve Sehircilik Bakanligi, 2016).

Yesil (2013) tez calismasinda organik kati atigin KOI’sini 332,8+25,2 g/kg olarak
belirtmistir. Bir diger kaynakta KOI’nin 102-954 g/kg arasinda degistigi belirtilmistir
(Cavinato ve dig., 2017). ITU yemekhane atigiyla ilgili yapilan bir baska tez
calismasinda organik atigin KOI’si 373781 mg/L olarak bulunmustur (Kasarc1, 2012).
Kim ve arkadaglar1 (2015) 50 adet ogiitiilmiis evsel organik kati atitk numunesi
lizerinde karakterizasyon calismalari yapmis ve 1 gram kuru atigin KOI: BOIs: AKM:
TN: TP oranimni sirastyla 1,21: 0,58: 0,36: 0,025: 0,013 olarak bulmuslardir.

Evsel kat1 atifin organik kismi iizerine yapilan caligmalarda elde edilen UYA
miktarmin 63-263 gUYA/kgKOIl araliginda degisen degerler verdigi belirtilmistir
(Cavinato ve dig., 2017). Garcia ve arkadaslar1 (2018) evsel organik atiktan pH

kontrolii olmaksizin yaptiklari deneylerde en yiiksek UY A doniisiim verimine 11120
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mgKOI/g atik olarak 6-7 giinliik fermentasyon asamasindan sonra ulagnuslardir. Bir
diger calismada Wang ve arkadaslar1 (2014) 20 giinde pH 6’da gida atiklarindan
anaerobik fermentasyon ile 51,3 gKOI/L konsantrasyonunda UYA elde etmislerdir.
Ayrica bu ¢alismada asetik asit ve biitirik asidin baskin bilesenler oldugu belirtilmistir
(Wang ve dig., 2014).

Calli ve Tugtas (2010) evsel organik kat1 atik ile yaptiklari calismada 2 kg atiktan 100
giinde 66 g UYA iretebildiklerini belirtmektedirler. Bu calismada elde edilen
UYA’nin %35°1 asetat, %27’si biitirat, %14’ propiyonat, %12’si valerat ve %8’
kaproat formundadir. Bu ¢alismada fermentasyon esnasinda metan gazi iiretimi
kaynakli kayda deger bir UY A kullanim1 olmadig1 sonucuna varildigindan elde edilen
UYA’nin karbon kaynagi olarak PHA iretimi, azot giderimi, biyo-elektrik ve biyo-
hidrojen gibi farkli alanlarda kullanilabilecegi ile ilgili 6neriler sunulmaktadir. Evsel
kat1 atiklarin organik kismi iizerine yapilan bir baska calismada Colombo ve
arkadaglar1 (2017) UYA {iretimini 151gUYA/kg organik atik olarak elde etmislerdir.
Calismanin devaminda karisik mikrobiyal kiiltiir ile kg organik atik basina 33,22+4,2
g PHA iiretimi saglamislardir. Bu ¢alisma asidik fermentasyonu optimize ederek evsel
kat1 atiklarin organik kismindan yiiksek miktarda UYA elde edilmesi ve bunun da

PHA’ya doniistiiriilmesinin miimkiin olabilecegini gostermektedir.

Rhu ve arkadaslari (2003) gida atiklarindan PHA {iretiminde oksijen ve besi maddesi
kisitlt kosullar1 kullanarak ardisik kesikli reaktor isletmislerdir. Bu ¢alismada fosfor
kisitli anaerobik-aerobik sistemde maksimum PHA igerigini %51, liretim verimini ise
25 kgPHA/1ton gida atig1 olarak elde etmislerdir. PHB/PHA orani ise yiiksek asetat

konsantrasyonu nedeniyle 0,74-0,77 araliginda bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Ardisik Kesikli Reaktorler

PHA depolayan mikroorganizma grubunun iiretilmesi amaciyla kiiltiir se¢imine
yonelik sentetik atiksu (evsel karakterli) ile beslenen ve besi maddesi giderimi yapan
iki adet ardisik kesikli reaktér (AKR) kurulmustur. AKR’ler i¢in gerekli biyolojik aktif
camur, Istanbul’daki bir ileri biyolojik atiksu aritma tesisinin havalandirma
havuzundan temin edilmistir. Bu reaktorler AKR-1 ve AKR-2 olarak
isimlendirilmistir. Her iki reaktdr farkli camur yaslarinda isletilmistir. Isletme
kosullarina gore de Setl, Set2, Set3, Setd, *Set2 ve *Set4 olarak isimlendirilmistir.
*Set2 ve *Set4 isletme kosullarinda reaktorlere de UYA beslemesi yapilarak PHA
depolama kapasitelerindeki degisime bakilmistir. Reaktor hacimleri 4 L olarak

secilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 : Reaktorlerin isletme kosullart.

AKR-1 (Ac¢hk-Tokluk) AKR-2 (Anaerobik-Aerobik-Anoksik)
Tc =6 saat Tc =4 saat

m = 4 ¢evrim/giin m = 6 ¢evrim/giin

SRT = 3 giin (Setl) ve 6 giin SRT = 8 giin (Set3) ve 12 giin
(Set2,*Set?2) (Set4,*Set4)

Organik Yiikleme Oran1 = 1,5 Organik Yiikleme Oran1 = 1,5
gKOI/L.giin gKOI/L.giin

Q=12 L/giin Q=15 L/giin

Besleme = 500 mg KOI/L Besleme = 400 mg KOI/L

Reaktor Hacmi =4 L Reaktor Hacmi =4 L

AKR-1 Aglik-Tokluk rejiminde (aerobik dinamik besleme) ve giinde 4 ¢evrim
yapacak sekilde isletilmistir. Her bir ¢evrim 300 dakika havalandirma fazi ve 60
dakika ¢cokelme-bosaltma fazindan meydana gelmektedir. AKR-1’de 3 giin ve 6 giin
olmak iizere iki farkli camur yasi denenmistir. 500 mgKOI/L sentetik atiksu ile

12L/giin debisinde ve 1,5 gKOI/L.giin organik yiikleme oraninda besleme yapilmistir.

AKR-2 ise Anerobik-Aerobik rejimde ve giinde 6 ¢evrim yapacak sekilde isletilmistir.
Her bir ¢evrim 60 dakika karistirma, 60 dakika havalandirma, 45 dakika havasiz

karistirma, ¢okelmenin iyilestirilmesi i¢in 15 dakika son havalandirma ve 60 dakika
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cokelme-bosaltma fazindan meydana gelmektedir. AKR-2’de 8 giin ve 12 giin olmak
lizere iki farkli camur yas1 denenmistir. 400 mgKOI/L sentetik atiksu ile 15L/giin
debisinde 1,5 gKOI/L.giin organik yiikleme oraninda besleme yapilmistir.

Reaktorlerin her ikisi de toplamda 96 giin ¢alistirilmistir. *Set2 ve *Set4 kosullari igin

reaktorlere 12 giin siireyle ucucu yag asidi beslemesi yapilmistir.

Zamanlayici
Karistirici
Zamanlayici Zamanlayici Zamanlayici Zamanlayici

Peristaltik Peristaltik

Pompa Pompa
Peristaltik Peristaltik

Pompa Pompa
F 3 .
-
A 4 A 4
- -
Cikig Suyu Cikis Suyu
A A
Zamanlayici 00|00 Zamanlayici
|1C0||00
Njele][e]e]A
° °o
o o
Hava O O Hava
Kompresorii <= =D P Kompresorii
<
AKR-2
=
Sentetik Atiksu Sentetik Atiksu

Pt .

165 180 240

Havalandirma m Karigtirma Cakegliieﬁg?i?a A

Sekil 3.1 : Reaktdrlere ait sematik gdsterim ve reaktorlerin ¢evrim dogiileri.
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Reaktorlerde besleme ve bosaltma peristaltik pompa vasitasiyla saglanmistir. Camur

yasini saglamak amaciyla giinliik camur atma islemi ise manuel olarak yapilmistir.

Pompalar, hava kompresorleri ve mekanik karistirict zamanlayicilara bagli olarak

calistirilmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

Sekil 3.2 : Reaktorlerin isletme agamasindan bir gériiniim.

3.2 Sentetik Atiksu

Sentetik atiksu, evsel atiksu karakterli olacak sekilde karbon kaynagi, makro
niitrientler ve mikro niitrientleri igeren ayr1 stok ¢ozeltiler olarak hazirlanip stok

cozeltilerin belirli miktarda musluk suyuna karigtirilmasiyla hazirlanmistir.

Karbon kaynagi %30 Glukoz, %30 Pepton, %20 Nisasta, %15 Maya ve %5 Sodyum
asetat icerecek sekilde hazirlanmistir (Morgan-Sagastume ve dig., 2014). Nisasta sicak
suda c¢oziindiiriildiigiinden dolayr karbon kaynagi stok ¢ozeltisinden ayr1 olarak
hazirlanmistir. Gerekli azot, fosfor ve iz elementler ise makro niitrientler ¢ozeltisi

(Soliisyon A) ve mikro miitrientler ¢ozeltisinden (Soliisyon B) karsilanmistir. AKR-1
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icin 500 mgKOI/L olacak sekilde sentetik atiksu hazirlamak i¢in 1L suya karbon
kaynagi stok ¢ozeltisinden 3 ml, nisasta ¢ozeltisinden 5 ml, Soliisyon A’dan 1 ml,
Soliisyon B’den 1 ml ilave edilmistir. AKR-2 i¢in ise 400 mgKOI/L olacak sekilde
sentetik atiksu hazirlamak i¢in 1L suya karbon kaynagi stok ¢6zeltisinden 2,4 ml,
nisasta ¢ozeltisinden 4 ml, Soliisyon A’dan 1 ml, Soliisyon B’den 1 ml ilave edilmistir

(Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3).

Cizelge 3.2 : Sentetik atiksu karakterizayonu.

Parametre Sonuclar
KOI 500 mg/L
TN 52 mg/L
TP 10 mg/L
pH 7,07

Cizelge 3.3 : Makro ve mikro niitrient ¢dzeltilerinin igerigi.

Stok Cozeltisi Icerik Miktar (g/L)
Soliisyon A KH2PO4 26,3
K2HPO4 22,5
NH4CI 152,9
Soliisyon B MgS04.7H20 15
FeS04.7H20 0,5
ZnS04.7H20 0,5
MnCl2.2H.0 0,41
CaCl,.2H20 2,65

*Set2 ve *Set4 isletme kosullarinda reaktorlere ayrica UY A beslemesi yapilmistir.
UYA cozeltisi sentetik olarak her iki reaktor i¢in toplam 140 mgUYA/L icerecek
sekilde 125mg/L asetik asit ve 15mg/L propiyonik asitten hazirlanmistir.

3.3 Hammadde (Karbon Kaynagi)

PHA elde edilmesinde PHA bilesimine ve miktarina etkilerini gozlemek amaciyla siit
endiistrisi atiksuyu ve organik kati atik olmak iizere iki farkli hammadde karbon
kaynag1 olarak kullanilmistir. Siit enddistrisi atiksuyunu simiile etmek iizere atiksu
sentetik olarak kutu siit kullanilarak hazirlanmistir. 150 ml siitin 1 L’ye
tamamlanmasiyla elde edilen atiksuyun karakterizasyon deneyleri tekrarli olmak tizere
yapilmis KOI, TKN ve TP degerleri sirastyla 14550+355 mg/L, 700+20 mg/L ve
132+0,3 mg/L olarak belirlenmistir.
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Organik kat1 atik ise Istanbul Teknik Universitesi yemekhanesinden temin edilmis
olup iceriginde tavuk, sebze, makarna ve baklagil bulunmaktadir. Organik kat1 atik
pargalayicidan gegirilip seyreltilerek kullanilmistir. Organik kati atik i¢in de
karakterizasyon deneyleri tekrarli olarak gergeklestirilmistir. 1 g organik kati atigin
KOI, TKN, TP ve kuru agirlik yiizdesi sirastyla 343+22 mg/g, 7,8+0,8 mg/g, 3,5+0,4
mg/g ve %28,5 olarak dlglilmiistiir.

3.4 Fermentasyon Deneyleri

PHA elde edilmesinde hammadde (karbon kaynagi) olarak kullanilmasi planlanan siit
enddistrisi atiksuyu ve organik kat1 atifin asidifikasyonunun saglanmasi amaciyla

oncelikle fermentasyon 6n deneme deneyleri yapilmistir (Sekil 3.3).

S

Sup

50

Sty y 1000 my

Sekil 3.3 : Siit endiistrisi atiksuyu ve organik kat1 atik fermentasyon deneyleri.

Fermentasyon deneyleri 1L’lik cam siselerde yapilmistir. Anaerobik asi ¢camurunun
AKM ve UAKM degeri sirastyla 357 ve 73 g/L’dir. Siit endiistrisi atiksuyu ve organik
kat1 atik icin her sisede 7300 mg KOI bulunacak sekilde hesaplama yapilmis ve dort
farkli F/M oraninda (F/M=1, F/M=2,5, F/M=5 ve F/M=10) deneyler yiriitiilmiistiir.
Fermentasyon siselerine siit endiistrisi atiksuyu ve organik kati atik numuneleri
konulup anaerobik as1 ¢gamuru eklenmistir. Atiksuyun ve kat1 atigin pH degerleri 6-7
araliginda oldugundan pH ayarlamasi yapilmamistir. Fermentasyon siseleri azot
gazindan gecirilerek 37+1°C’de 6 giin bekletilmistir. Siselerden her giin numune
alinarak 0,22 um gozenek capl kartus filtreden siiziiliip Gaz Kromotografi cihazinda
ucucu yag asidi(UY A) okumalar1 yapilmistir. Siit endiistrisi atiksuyu ve organik kati
atik icin optimum UYA degerini veren giin 4. giin F/M oran1 ise 10 olarak tespit
edilmis ve PHA depolama deneylerinde 4. giin F/M=10 fermentasyon iistsuyu

kullanilmistir.
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3.5 Kesikli PHA Depolama Deneyleri

Biitiin isletme kosullart i¢in ardisik kesikli reaktorlerden atilan ¢amur ile siit endiistrisi
atiksuyu fermantasyon iistsuyu ve organik kat1 atik fermantasyon tiistsuyu kullanilarak
farklt F/M oranlar1 (F/M=1-5 arasi) i¢in PHA depolama deneyleri yapilmistir (Sekil
3.4). Bu deneyler 6ncesinde her isletme kosulu igin reaktor izleme deneyleri yapilarak

o reaktdriin ¢evrimi boyunca KOI, PHA ve anyon analizi i¢in iyon kromotografi

numuneleri alinmistir.

Sekil 3.4 : Kesikli PHA depolama deneyleri.

PHA depolama deneyleri kesikli deneyler olup 1L’lik beherlerde Setl ve Set3 isletme
kosulunda 5 saat siireyle farkli F/M oranlarinda aerobik ve anaerobik olmak iizere

farkli kosullarda denenmistir.

Bu deneylerden elde edilen sonuglara gore Set2, Set4, *Set2 ve *Set4 isletme
kosullarinda ise deneyler 6 saat siireyle ve aerobik olarak yiirtitiilmiustiir. Cizelge 3.4’te
yiiriitiilen deneylerdeki hedeflenen F/M oranma gore biyokiitle ve fermentasyon

iistsuyu hacimleri verilmistir.

Reaktorlerden alinan ¢amura ve fermentasyon iistsuyuna askida katt madde ve ugucu
askida kati madde deneyleri yapilmistir. Fermente {istsular 3500 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenerek tortusundan arindirilip kullanilmistir. Deneyin yapildigi 5-6 saat
stiresince ilk iki saat her yarim saatte bir, sonraki saatlerde ise saat bast PHA ve UYA

numuneleri alinmstir.

24



Cizelge 3.4 : Kesikli PHA depolama deneyi verileri.

Kesikli PHA Depolama Deneyi Verileri
; o b Siit Atiksuyu | Organik Atik
Reaktor Eletme Hedeflenen BlyOkut.le Fermentas;;n Fer%nentasyon
osulu Hacmi - -
F/M Oram (ml) Ustsuyu Ustsuyu

Hacmi (ml) Hacmi (ml)
2 333 140 165
AKR-1 | Setl 3,5 333 250 290
5 333 360 420
2 125 135 160
AKR-2 | Set3 3,5 125 245 285
5 125 345 400
AKR-1 | Set2 3,5 330 285 335
AKR-2 | Set4 3,5 165 230 270
AKR-1 | * Set2 3,5 330 495 580
AKR-2 | * Set4 3,5 165 270 315

3.6 Analizler

3.6.1 Ugucu Yag Asidi (UYA)

Siit endiistrisi atiksuyu ve organik kati atigin fermentasyonu sonucu elde edilen
tistsuyun UYA igerigini (asetik asit, propiyonik asit, valerik asit, formik asit, biitirik
asit, izobiitirik asit, izovalerik asit, kaproik asit, heptanoik asit) ve PHA depolama
deneyleri boyunca UYA miktarindaki degisimi belirlemek i¢in yapilmistir. 2 ml
numune siringa ile ¢ekilerek 0,22 um gozenek ¢apli kartus filtreden gegirilmis ve cam
viallere alinmistir. Numuneler bekletilmeden DB-FFAP-Organik asit kolonlu (0,53
mm, 30 m, 1 pm) gaz kromotografta (Agilent 6890N) 6lciimleri yapilmistir. Cihaz,
sonuclart mgUY A/L cinsinden vermektedir. Sonrasinda sonuglar asitlerin tam karbon
oksidasyonuna gore oksijenle tepkimeye girmesinden elde edilen katsayi ile ¢arpilarak

mgKOI/L birimine déniistiiriilmiistiir.

3.6.2 Kimyasal Oksijen Thtiyaci (KOI)

KOI deneyi, reaktdrlerin proses isleyislerinin izlemelerinde, fermentasyon dncesi siit
endiistrisi atiksuyu ve organik kat1 atigin KOI’sinin belirlenmesinde ve sentetik atiksu

hazirlama asamasinda kullanilmistir.
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3.6.2.1 Kapah yontem

Kapali Yéntem KOI Standart Yéntemler’e gore lgiilmiistiir (APHA, 2005). KOI’si
400 mg/L’ye kadar olan numunelerde kapali yéntem uygulanmistir. Coziinmiis KOI
numuneleri 0,45 um gozenek capli kartus filtereden gegirilmistir. 2,5 ml numune cam
tiipe alinip iizerine 1,5 ml potasyum dikromat (K2Cr.O7) ve ¢eker ocak altinda 3,5 ml
giimiislii stlfirik asit eklenmistir. Numuneler ¢ift tekrarli olmak {izere hazirlanmistir
ve numunelerin kapaklar1 kapatildiktan sonra 150°C termoreaktérde 2 saat pargcalama
islemi yapilmistir. Sahit i¢in numune yerine 2,5 ml distile su kullanilmistir. Parcalama
islemi sonrasinda numuneler termoreaktorden alinarak oda sicakligina kadar sogumast
beklenmistir. Soguyan numunelerin {lizerine 2 damla ferroin indikatdrii ilave edilerek
mavi-yesil renkten kiremit kirmizisi rengine donene kadar standart demir amonyum
stilfat (DAS) ¢6zeltisi ile titre edilmistir. Titrasyon islemi otomatik titrator kullanilarak
yapilmustir. Her KOI deneyinde DAS’1n standardizasyonu yapilmistir. Bunun igin 9
ml distile suyun tizerine 4,5 ml potasyum dikromat ilave edilmistir. Sonrasinda 2

damla ferroin indikatorii eklenerek DAS ile titre edilmistir.

3.6.2.2 Acik Yontem

Acik Yéntem KOI, ISO6060 prosediiriine uygun olarak dl¢iilmiistiir. KO1’si 400 — 700
mg/L arasinda olan numunelerde agik yontem kullanilmustir. Silifli erlene 10 ml
numune almip tizerine 3 adet borasilikat cam boncuk atilmistir. Sonrasinda 5 ml
potasyum dikromat (K2Cr.O7) ve geker ocak altinda 15 ml giimiislii siilfirik asit
eklenmistir. Numuneler cift tekrarli olarak hazirlanmistir. Erlenler sogutma suyu
onceden agilan geri sogutucuya takilarak isitic izerinde 2 saat kaynatilmistir. 2 saat
sonunda 1sitic1 kapatilip erlenler oda sicakligina geldiginde sogutucu 45 ml distile su
ile yikanmistir. Sogutucudan ¢ikarildiktan sonra numunelerin tizerine 2 damla ferroin
indikatorii ilave edilerek mavi-yesil renkten kiremit kirmizis1 rengine dénene kadar
standart demir amonyum siilfat (DAS) ¢6zeltisi ile titre edilmistir. Titrasyon iglemi
otomatik titrator kullanilarak yapilmistir. Her KOI deneyinde DAS’in
standardizasyonu yapilmistir. Bunun i¢in 10 ml potasyum dikromat ¢6zeltisi 4 mol/L
stilfirik asit (H2SO4) ¢ozeltisi ile 100 m1’ye seyreltilmis ve 2 damla ferroin indikatorii

damlatilarak DAS ile titre edilmistir.

Kapali ve agik yéntem KOI élgiimiinde numune, sahit ve standardizasyon sarfiyatlari

kaydedilerek asagida verilen formiil (3.1)’e gére KOI konsantrasyonu hesaplanmistir.
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(a—b) x N x 8000

KOI (mg/L) = v

3.1)

a: Sahidin DAS sarfiyat1 (ml)
b: Numunenin DAS sarfiyat1 (ml)
N: DAS ¢ozeltisinin Normalitesi

V: Numune hacmi (ml)

3.6.3 AKM ve UAKM

Askida Kat1 Madde (AKM) ve Ugucu Askida Katt Madde (UAKM) deneyleri Standart
Yontemler’e gore yapilmistir (APHA, 2005). Reaktorlerin haftalik olarak AKM ve
UAKM deneyleri yapilmistir. Ayrica PHA depolama deneyleri dncesinde reaktorlere
ve fermentasyon {istsularina yapilmistir. Oncelikle standart cam elyafi filtreler
(Millipore AP40) sabit tartima getirilmek tizere 20 ml distile su ile yikandiktan sonra
103-105°C’de 1 saat kurutulmus ve desikatorde 30 dakika bekletilerck darasi
almmugtir. Askida katt madde tayini icin S5ml veya 10 ml numune siizme setinde
stiziildiikten sonra filtreler 103-105°C’de 1 saat kurutulmus ve desikatdrde 30 dakika
bekletilip tartilmistir. Ugucu askida kat1 madde tayini icin ise askida kati madde tayini
sonras1 tartilan filtreler 550°C’de 30 dakika yakilmis ve desikatdrde 30 dakika
bekletilerek tartilmistir. Askida katt madde ve ucucu askida kati madde hesaplar
asagida formiil (3.2) ve (3.3)’te verilmistir.

AKM N (B—A) x 1000
(mg/L) = Numune Hacmi (ml) (3-2)
UAKM (mg/L) = (B~ C) x 1000 (3.3)

Numune Hacmi (ml)
A: Filtre Darasi (g)
B: 103-105°C’de kurutma sonrast filtre tartimi (g)

C: 550°C’de yakma sonrast filtre tartimi (g)

3.6.4 Toplam Kjeldahl Azotu (TKN)

TKN deneyi Standart Yontemler Makro-Kjeldahl metodu kullanilarak yapilmistir

(APHA, 2005). Cizelge 3.5’e gore numune hacmi belirlendikten sonra alinan numune
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azot balonuna aktarilmistir. Hacmi 300 ml’den az olan numuneler distile su ile 300
ml’ye tamamlanmustir. Balon i¢ine 3-4 adet borasilikat cam boncuk atilip 50 ml hazim
ayraci ilave edilmis ve karistirildiktan sonra pargalama iinitesine yerlestirilmistir.
Pargalama islemi sirasinda balon igerisinde SOz dumani goriilmeye baslandiktan sonra
30 dakika daha kaynatilmistir. Pargalama islemi sonunda balondaki numune seffaf ve
acik yesil bir hal almis ve sogumaya birakilmistir. Soguyan numune iizerine 300 ml

distile su eklenmis ve ¢oziinmesi beklenmistir.

Cizelge 3.5 : TKN deneyi i¢in Standart Yontemler’de verilen numune hacimleri
(APHA, 2005).

TKN-N (mg/L) Numune Hacmi (ml)
0-1 500
1-10 250
10-20 100
20-50 50
50-100 25

Distilasyon iinitesi ¢ikisina i¢cinde 50 ml indikatorlii borik asit ¢ozeltisi bulunan erlen
yerlestirilmistir. Sonrasinda 50 ml nétralizasyon ayraci ilave edilen balonlar 6nceden
distile su ile temizligi yapilmis ve sogutma suyu acilmis distilasyon {initesine
takilmistir. Erlen igerigi 250 ml oluncaya kadar distilasyon islemine devam edilmistir.
Distilasyon tinitesinden alinan erlen igerigi 0,02 N standart siilfiirik asit ¢ozeltisi ile
rengi yesilden acik leylak rengine donene kadar titre edilmistir. Sahit numune i¢in
deney distile su ile ayni islemler yapilarak tekrarlanmis ve TKN-N asagida verilen
formiil (3.4)’e gore hesaplanmustir.

(A — B)N X 14 x 1000

TKN — N (mg/L) =

A : Numune i¢in titrasyonda harcanan H2SO4 ¢ozeltisi hacmi (ml)
B : Sahit icin titrasyonda harcanan H2SOj4 ¢ozeltisi hacmi (ml)
N : Standart H2SO4 ¢6zeltisinin normalitesi

V : Numune hacmi (ml)
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3.6.5 Toplam Fosfor (TP)

TP deneyi Standart Yontemler’e gore yapilmistir (APHA, 2005). Tam karisimli
numunede Sml alinip mikro-kjeldahl balonuna aktarilmis ve igerisine 2-3 adet
borosilikat cam boncuk atilmistir. Uzerine 1 ml konsantre siilfirik asit (H2SOs) ve 5
ml konsantre nitrik asit (HNO3) ilave edilerek havalandirma sistemi 6nceden agilmis
parcalama iinitesine yerlestirilmistir. Mikro-kjeldahl balonunda 1 ml numune kalana
kadar pargalama islemi siirdiiriilmiistiir. Soguyan numunenin tizerine 20 ml distile su
ilave edildikten sonra 1 damla fenolfitalein indikatorii damlatilmis ve pembe renk elde
edilinceye kadar 1 N NaOH ¢ozeltisi ile notralize edilmistir. Balon igerigi kaba
filtreden siiziilerek 100 ml’lik balon jojeye aktarilmistir. Numune 100 ml’ye distile su
ile tamamlandiktan sonra iizerine 4 ml amonyum molibdat ¢ozeltisi eklenmis ve
karistirilmistir. Daha sonrasinda 0,5 ml kalay kloriir ¢ozeltisi ilave edilerek mavi renk
gelisimi icin 10 dakika bekletilmis ve spektrofotometrede 690 nm dalga boyunda
hemen Ol¢iimii saglanmistir. Deney sahit numune icin distile su ile ayrica

yiirtitiilmistiir. TP kalibrasyon egrisine gére mg/L cinsinden hesaplanmistir.

3.6.6 Anyonlar

Sistem kontrolii amagli anyon tayini (POs, NO2, NOgz, SO4, Cl) “Dionex Aquion” iyon
kromotograf kullanilarak yapilmistir. Numuneler 0,22 pm goézenek c¢apli kartus

filtreden siiziilerek HDPE kaplara alinmis ve cihazda 6l¢timii yapilmistir.

3.6.7 PHA

PHA o6l¢timleri Beun ve dig. (2000) tarafindan tanimlanan gaz kromotografik 6l¢iim
yontemi ile gergeklestirilmistir. Numuneler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinip
tizerlerine biyolojik aktiviteyi durdurmak amaciyla 2 damla formaldehit
damlatilmistir. 5000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenip st faz1 dokiilen gamur numunesi
5 ml fosfat tampon ¢ozeltisi ile yikanip tekrardan 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmistir. Numunelerin {ist faz1 dokiildiikten sonra ekstraksiyon asamasini
beklemek iizere -20°C’de dondurulmustur (Sekil 3.2-1). Sonrasinda PHA numuneleri
-50°C’de 48 saat liyofilizasyon islemi ile kurutulmustur (Sekil 3.2-2). Kurutulan
numuneler 20-30 mg araliginda tartilarak cam tiiplere alinmistir (Sekil 3.2-3).
Ekstraksiyon i¢in, 100 mg benzoik asit 5 ml 1-propanol igerisinde ¢ézdiiriilmiis ve

hacimce 1:4 oraninda %37’lik HCI1 + 1-propanol igeren asit karigimi hazirlanmistir.
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Her bir numuneye 50 pl i¢ standart, 1,5 ml asit karisimi ve 1,5 ml 1,2 dikloroetan ilave
edilmistir. Numuneler 100°C’de 15 dakikada bir ¢alkalanarak 2 saat kaynatilmistir
(Sekil 3.2-4). Oda sicakligina gelen numunelere 3ml distile su ilave edilip 10 dakika
vortekslendikten sonra faz ayrimi saglayabilmek i¢in 2700 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmistir (Sekil 3.2-5,6). Alt tarafta toplanan organik fazdan 1 ml alinarak
numunenin cam elyafi ve sodyum siilfat iceren kolondan cam viale ge¢isi saglanmistir
(Sekil 3.2-7,8). Kalibrasyon i¢in Sigma Aldrich marka %88-12 PHB-PHV karisimi

igeren standarttan ve kaproik asidin sodyum tuzundan 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ve 2,5 mg

tartilarak numunelerle ayni analiz yontemi uygulanmistir.

Sekil 3.5 : PHA numunesi hazirlanmasi ve ekstraksiyonu.
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PHA olgtimleri alev-iyonizasyon detektorlii ve kapiler kolonlu (Innowax 19095N-123)
gaz kromotograf (Agilent 6890N) ile analiz edilmis ve PHB, PHV ve 3H2MV
cinsinden dlgtimler yapilmustir (Sekil 3.2-9).

3.6.8 pH

pH ol¢timleri “Thermo Scientific Orion Star A211” pH metre ile yapilmistir. Cihazda
cam elektrot bulunmaktadir. Cihaz kalibrasyonu giinliikk olarak yapilmistir.
Reaktorlerden alinan numunelerin, fermentasyon oncesi siit endiistrisi atiksuyu ve
organik kati attk numunelerinin pH Ol¢iimleri oda sicakliginda ve tam karisimda

gerceklestirilmistir. pH metre sabitlendiginde okunan deger kaydedilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Reaktorlerin Proses izlemeleri

Bu ¢alisma boyunca aglik-tokluk ve anaerobik-aerobik-anoksik olmak {izere farkli
rejimlerde isletilen 2 ayr1 reaktorde 6 adet isletme kosulu denenmistir. PHA depolama
deneyleri 6ncesinde her bir isletme kosulunun proses verimleri giinliik izlemeler ile

yapilmistir. Her iki AKR’de de yiiksek KOI giderim verimine ulasildig1 gdzlenmistir.

500 mgKOI/L sentetik atiksu ile beslenen AKR-1 Setl’de KOI degeri ilk 30 dk’da 60
mg/L, 90 dk’da ise yaklasik 25 mg/L seviyesine kadar diismiistiir (Sekil 4.1). AKR-1
Set2 ye bakildiginda KOI’nin benzer bir profil izledigi ve yine 25 mg/L seviyesine
kadar diistigii goriilmektedir. *Set2’de ilave UYA beslemesi yapildigindan dolayi
sentetik atiksuyun KOI’si 640 mg/L olup ilk 30 dk’da 70 mg/L, 90 dk’da 35 mg/L
seviyesine diistiigii goriilmektedir (Sekil 4.2). Bu sonuglara gore gamur yasinin 3 veya
6 giin olmasinin KOI gideriminde etkisi olmadigi ve giderim veriminin %90’1n

tizerinde oldugu goriilmektedir.

400
) ¢ —o— Set-1
350 ~

300 -

KOI (mg/L)
= N N
ol o (ox)
o o o

100 A
50 -

0 T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330
Zaman (dK)

Sekil 4.1 : AKR-1 Setl reaktdr izleme KOI sonuglari.
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Sekil 4.2 : AKR-1 Set2 ve *Set2 reaktor izleme KOI sonuglari.

400 mgKOI/L sentetik atiksu ile beslenen AKR-2’ye bakacak olursak Set3’de KOI
degeri ilk 30 dk’da 65 mg/L, 90 dk’da ise yaklasik 30 mg/L seviyesinde goriilmektedir
(Sekil 4.3). Setd’e bakildiginda KOI'nin 30dk’da 40 mg/L, 90dk’da ise 15mg/L
seviyesine kadar diistiigii goriilmektedir. *Set4’de ilave UY A beslemesi yapildigindan
dolay1 sentetik atiksuyun KOI’si 540 mg/L olup ilk 30 dk’da 95 mg/L, 90 dk’da 30
mg/L seviyesine diistiigii goriilmektedir (Sekil 4.4). Yine AKR-1 ile ayni sekilde
camur yasinin 8 veya 12 giin olmasmin KOI gideriminde etkisi olmadig1 ve giderim

veriminin %90’1n tizerinde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.3 : AKR-2 Set3 reaktdr izleme KOI sonuglari.
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Sekil 4.4 : AKR-2 Set4 ve *Set4 reaktor izleme KOI sonuglari.

Azot ve fosfor gideriminde anaerobik-aerobik-anoksik rejimde calisgan AKR-2’de
aclik-tokluk rejiminde c¢alisan AKR-1’e gore daha yiiksek giderim oranlar
goriilmustiir. Sonuglardan da anlasilacagi iizere camur yasinin azot ve fosfor
gideriminde etkisi biiytiiktiir. Camur yas1 arttik¢a giderim verimi artmaktadir. Camur
yast 6 giinde ¢ikis suyunda NOx-N konsantrasyonu 12 mg/L iken camur yas1 12 giinde
bu deger 2 mg/L’nin altina diismektedir. POs-P ise 4 mg/L’den 1 mg/L’nin altina
diismektedir.

Reaktor ici pH degerleri Setl, Set2, Set3, Setd, *Set2 ve *Set4 icin sirasiyla ortalama
7,75,7,42, 7,26, 7,23, 7,79 ve 7,91 olarak ol¢iilmiistiir.

AKR sistemlerinde giinliik kati madde izlemeleri dikkate alinarak, kati madde
degisimlerinin sabitlendigi tarihten itibaren sistemlerin kararli dengeye ulastiklar
kabul edilmistir. AKR-1 ve AKR-2’nin kararli haldeki UAKM konsantrasyonu
degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 : AKR-1 ve AKR-2 kararli hal UAKM konsantrasyonlari.

Isletme Kosulu UAKM (mg/L)
Setl 1600+132
Set2 1803493
*Set2 28544278
Set3 3825+220
Set4 2476268
*Setd 3306+119
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4.2 Siit Endiistrisi Atiksuyu ve Organik Kati Atigin Asidifikasyonu

PHA depolama deneyleri oncesinde siit endiistrisi atiksuyu ve organik kati atikla
fermentasyon on deneyleri gerceklestirilmistir. Deneyler sirasinda UYA {iretimi,
asetik asit, formik asit, propiyonik asit, valerik asit, izovalerik asit, biitirik asit,
izobiitirik asit, kaproik asit ve heptanoik asit olgiilerek izlenmistir. Toplam UYA, her
asit konsantrasyonunun esdeger KOI konsantrasyonuna déniistiiriilmesiyle
hesaplanmistir. Tiim fermentasyon deneyleri karsilastirmali degerlendirme igin

miimkiin oldugu kadar benzer KOI konsantrasyonu ile baslatilmistir.

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’dan goriildiigii izere organik kat1 atigin F/M oraninin 1 oldugu
durum haricinde biitiin deneyler 3. giine kadar ¢cok benzer artis egilimi gostermistir.
Maksimum UYA konsantrasyonlar: siit endiistrisi atiksuyu igin 7550 mgKOI/L,
organik kat atik i¢in 6800 mgKOI/L olarak 6. giin ve F/M oram 10’da elde edilmistir.
Sonuglar iceriklerin neredeyse tamaminin 6. giinde bozundugunu gdstermektedir. 4.
giin sonrasinda UYA iiretim hizinda diisme goriilmektedir. Daha disik F/M
oranlarinda ise 3. ve 4. giinden sonra (siit endiistrisi atiksuyunda F/M=1, organik kat1
atikta F/M=1 ve F/M=2,5) toplam UY A miktarinda azalma goriilmektedir bu durum

UYA’nin bu siire sonrasinda metan iretimi i¢in kullanilmaya baslandigim

gostermektedir.
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Sekil 4.5 : Siit endiistrisi atiksuyunun farkli F/M oranlarinda fermentasyon deney
sonuglart.
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Sekil 4.6 : Organik kat1 atigin farkli F/M oranlarinda fermentasyon deney sonuglari.

Buna gore 4. giinde F/M=10 i¢in asidifikasyon verimleri siit endiistrisi atiksuyu i¢in
4,90 gKOI/gUAKM, organik kat1 atik icin 3,18 gKOI1/gUAKM olarak elde edilmistir.
Bu degerler F/M=1 i¢in 3,75 ve 1,19 olarak hesaplanmistir. Bu nedenle optimum
kosullar hidrolik bekletme siiresi 4 giin ve F/M=10 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7 : Fermente siit endiistrisi atiksuyu (F/M=10) UYA igerigi.
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Fermente hammaddeleri UY A igeriklerine bakilirsa (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8) her ikisi
icinde en yiiksek dort konsantrasyonu izobiitirik asit, asetik asit, biitirik asit ve

propiyonik asidin verdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.8 : Fermente organik kat1 atik (F/M=10) UYA igerigi.

Belirlenen bu kosullar PHA depolama deneylerinde hammadde olarak fermente siit

endiistrisi atiksuyu ve organik kat1 atigin kullanilmasinda tekrarlanarak uygulanmistir.

4.3 PHA Depolayan Karisik Mikrobiyal Kiiltiiriin Zenginlestirilmesi

PHA depolayan kiiltiiriin zenginlestirilmesi 3 ve 6 giin camur yasinda aglik-tokluk
rejiminde ve 8 ve 12 giin camur yasinda anaerobik-aerobik-anoksik rejimde isletilen
ardisik kesikli reaktorlerde gergeklestirilmistir. Sistemler belirtilen ¢amur yaslarinda
kararl1 hale geldiklerinde PHA igeriklerine bakilmistir. Atiksu aritma tesisinden alinan

aktif camurun PHA igerigi %0,9 olarak belirlenmistir.

Aclik-tokluk rejiminde isletilen AKR-1’de aktif ¢amurun maksimum PHA igerigi
¢evrimin 30. dakikasinda Setl, Set2 ve *Set2 i¢in sirasiyla %5,7, %4,3 ve %2,8 olarak
elde edilmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11). Cevrim sonunda Set1’in PHA igerigi
%3,2 iken Set2’de %2,6 ya diismiis ve sentetik atiksuya UY A ¢ozeltisi eklenmesine
ragmen beklenmedik bir sekilde Set3’te artis gozlenmemistir. Bu nedenle sonuglar,
uzun siiren aclik fazinda reaktdrde mevcut bir karbon kaynagi bulunmadigindan
mikroorganizmalarin igsel olarak depolanmis PHA’y1 tiiketmeye basladigini ortaya

cikarmustir.
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Sekil 4.9 : Setl PHA igerigi ve tiirleri.

| Set2 - PHA Igerigi
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Sekil 4.10 : Set2 PHA igerigi ve tiirleri.
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Sekil 4.11 : *Set2 PHA igerigi ve tiirleri.

Anaerobik-aerobik-anoksik rejimde isletilen AKR-2’de aktif ¢amurun maksimum
PHA igerigi ¢evrimin 120. dakikasinda Set3 icin %4,2 ve 60. dakikasinda Set4 ve
*Set4 igin sirasiyla %3,7 ve %12,4 degerine ulasilmistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil
4.14). PHA igerikleri ¢evrim sonlarinda karbonun tiikkenmesi kaynakli azalmstir.
Cevrim sonlarinda Set3, Set4 ve *Set4 i¢in PHA igerikleri sirasiyla %3,6, %2,0 ve
%10,0 degerine ulagsmistir.

PHA tiirlerine bakildiginda Setl, Set2 ve *Set2’de PHB ve 3H2MV tiirlerinin birbirine
neredeyse esit ve yogunluklu tiirler oldugu goriilmektedir. Set3’te PHV ve 3H2MV,
Set4’te PHB ve 3H2MV, *Set4’te ise tlirlerin PHV ve PHB agirlikli oldugu
goriilmektedir. Ozellikle *Set4 igin net olarak Sekil 4.14’te de goriildiigii {izere, elde
edilen PHA igeriklerinde ilk 30 dakikada goriilen diisiisler sistemlerde 6n-anoksik

ortam olustugunu diistindiirmektedir.
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Sekil 4.12 : Set3 PHA igerigi ve tiirleri.
Set4 - PHA Igerigi
0 30 60 90 120 150 180 210
Zaman (dk)
mPHV
] = PHB
4 m3H2MV
] iii 0.22
0 30 60 90 120 150 180
Zaman (dk)

Sekil 4.13 : Set4 PHA igerigi ve tiirleri.
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Sekil 4.14 : *Set4 PHA igerigi ve tiirleri.

4.4 PHA Depolama Deneyleri

PHA depolama deneyleri kesikli deneyler olup biyokiitle kiiltiir zenginlestirmesi
yapilan AKR-1 ve AKR-2’den karbon kaynagi ise fermente siit endiistrisi atiksuyu ve

fermente organik atiktan saglanmistir.

Ik asamada AKR-1 ve AKR-2nin ilk setleri olan Setl ve Set3’ten alman aktif
camurun PHA depolama potansiyeli farkli F/M oranlar1 ve farkli kosullar (aerobik ve
anaerobik) altinda incelenmistir. PHA igerigi farkli F/M oranlarindan ve farkli
kosullardan 6nemli 6l¢iide etkilenmistir. Kesikli deneylerin aerobik ya da anaerobik
kusullar altinda yiiriitilmesinde her iki camurda da benzer benzer depolama egilimleri
goriilmiis ve aerobik kosullarda daha yiiksek depolama oranlar elde edilmistir.
Hedeflenen 2, 3,5 ve 5 F/M oranlar ¢esitli degiskenler sebebiyle saglanamasa da
Set’ler arasi birbirleriyle uyumlu degerler elde edilmis olup degerlendirme bu duruma
gore yapilmistir. Biitiin Setlere ait maksimum degeri veren kosuldaki 6zet bilgileri

iceren tablo Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 : PHA depolama deneyleri 6zet bilgileri.

PHA Fermente | tormente | UYA
Set Hlir:gig?e Icerigi Uén};;vl NIIjlittsz:lrl Ustsu UYA | Miktar1 | F/M

(%) (ml) (mgKOI/L) | (mg)
Setl | Siit Atiksuyu 4,64 522,81 140 5408 757,07 1,4
Setl | Organik Atik | 67,34 489,51 420 1830 768,75 1,6
Set2 | Siit Atiksuyu 3,59 673,20 285 6824 1944,81 2,9
Set? | Organik Atik | 23,35 673,20 335 4532 1518,17 2,3
*Set2 | Siit Atiksuyu 3,01 1056,00 495 4924 2437,38 2,3
*Set2 | Organik Atik | 32,22 | 1056,00 580 3149 1826,45 1,7
Set3 | Siit Atiksuyu 4,85 438,75 135 7070 954,46 2,2
Set3 | Organik Atik | 41,05 495,00 285 2363 673,55 1,4
Setd | Siit Atiksuyu 3,40 387,75 230 6824 1569,49 4,0
Setd | Organik Atik | 19,95 387,75 270 4532 1223,60 3,2
*Set4d | Siit Atiksuyu 4,25 579,15 270 4924 1329,48 2,3
*Set4 | Organik Atik | 32,10 579,15 315 3149 991,95 1,7

Kesikli deneyin aerobik ve anaerobik yiiriitiilmesi kosulu sirasiyla 3 giin ve 8 giin

camur yasina sahip Setl ve Set3’te denenmistir. Siit endiistrisi atiksuyu igin Set3-

F/M=3,6 deneyi haricinde aerobik ve anaerobik kosulda PHA iiretimi agisindan biiyiik

farkliliklar goriilmemekle birlikte aerobik kosullarda PHA iiretiminin daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.15 : Setl siit endiistrisi atiksuyu aerobik ve anaerobik kosulda PHA {iretimi.
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Sekil 4.16 : Setl organik kat1 atik aerobik ve anaerobik kosulda PHA tiretimi.

Organik kati atikta ise hem Setl hem de Set3’te aerobik ve anaerobik kosul arasinda
yiiksek farkliliklar bulunmakta olup aerobik kosulda PHA iiretiminin ¢ok daha ytiksek
oldugu goriilmektedir. Buna gore aerobik kosulda Setl’de organik kati atik i¢in en

yiiksek PHA igerigi %67,3 olarak bulunmustur (Sekil 4.16 ve Sekil 4.18).
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Sekil 4.17 : Set3 siit endiistrisi atiksuyu aerobik ve anaerobik kosulda PHA iiretimi.
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Sekil 4.18 : Set3 organik kat1 atik aerobik ve anaerobik kosulda PHA iiretimi.

Goriilen yiiksek farkliliklardan dolayr Setl ve Set3 sonrasi isletilen Set2, Set4,*Set2
ve *Set4’te anaerobik kosul elenerek kesikli deneyler sadece aerobik olarak

gerceklestirilmistir.

Kiiltiir zenginlestirme rejimleri arasindaki farki en net gosteren igletme kosullart ayni
F/M oranlarin1 yakalamis olan *Set2 ve *Set4’tiir. Hem siit hem de organik kati atik
acisindan PHA {retimi bakimindan farkliligin yok denecek kadar az oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.19°da *Set2’de siit endiistrisi atiksuyundan elde edilen PHA
%3,0 iken *Set4’te %3,8 oldugu, *Set2’de organik kat1 atiktan elde edilen PHA %32,2
iken *Set4’te %32,1 oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.19 : *Set2 ve *Set4 rejimlere gore PHA icerikleri.
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Daha diisiik ¢amur yasinda isletilen (3 giin ve 8 giin) Setl ve Set3’te ise kiiltiir
zenginlestirme rejimleri arasinda goriilen farkliliklar artmaktadir. Sekil 4.20°de benzer
F/M degerlerine sahip olan organik atik iizerinden bakacak olursak diisiik camur
yasinda aglik-tokluk rejiminde isletilen ¢camurun daha yliksek PHA depolama
potansiyeli oldugu goriilmektedir ve organik kati atik i¢in maksimum PHA degerini
(%67,3) vermistir.
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Sekil 4.20 : Setl ve Set3 rejimlere gore organik kat1 attk PHA igerikleri.

Camur yasindaki artisin PHA depolanmasini her iki rejimin ¢amurunda da olumsuz
yonde etkiledigi goriilmektedir. A¢lik-tokluk rejiminde isletilen Setl’de camur yas1 3
giin iken Set2’de 6 giine ¢iktiginda benzer F/M oranlarindaki hem siit atiksuyu hem de
kat1 atikta PHA depolanmasinda diisiis yasandigi goriilmektedir (Sekil 4.21). Bu deger
stit endistrisi atiksuyunda %4,5’ten %3,6’ya diiserken organik kati atikta %67,3’ten
%23,4’¢ diismektedir.
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Sekil 4.21 : Setl ve Set2 PHA depolanmasinda ¢camur yasinin etkisi.
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Anaerobik-aerobik-anoksik rejimde isletilen Set3’de ¢amur yas1 8 giin iken Set4’te
camur yas1 12 giline ¢iktiginda ayni sekilde organik atikta PHA depolanmasinda diisiis
goriliirken siit endiistrisi atiksuyunda artis goriilmekte fakat bu artis organik atiktaki

diisiise gore ¢ok kii¢iik miktarda kalmaktadir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 : Set3 ve Set4 PHA depolanmasinda ¢camur yasinin etkisi.

F/M oranlarindaki degisimin etkisine Setl lizerinden bakilacak olursa F/M oraninin
2’ye kadar artisina PHA iiretim potansiyeli pozitif yonde tepki verirken 2’den sonraki
artiglarda negatif yonde tepki verdigi goriilmektedir. Setl’de maksimum PHA
depolanmasi siit endiistrisi atiksuyu i¢in F/M=1,5ta (%4,6) gergeklesirken organik
kati atik i¢in F/M=1,6"da (%67,3) gerceklesmistir (Sekil 4.23).

80

~
o
1

(2]
o
1

2

PHA Icerigi (%)
w Iy
o o

20 A

10 A

O T T m T T T T
Setl-Siit A.  Setl-Siit A. Setl-Siit A. Setl-Org. A. Setl-Org. A. Setl-Org. A.
F/IM=1.5 F/IM=3.0 F/IM=4.2 F/IM=1.0 FIM=1.1 F/IM=1.6

Sekil 4.23 : Setl siit endiistrisi atiksuyu ve organik kat1 atik PHA tiretimi.
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Sentetik atiksuya UYA ¢ozeltisi eklenmesiyle her iki rejimde de PHA depolama
potansiyelinin artip artmayacagi kontrol edilmistir. *Set2’nin siit endiistrisi atiksuyu
icin PHA igerigi beklenmedik bir sekilde azalirken *Set2 organik atik i¢in %38, *Set4
siit endiistrisi atiksuyu i¢in %12, *Set4 organik atik icin ise %60 oraninda artis

gostermistir (Sekil 4.24).

35

30 -

N N
o (S}
1 1

PHA Igerigi (%)
=
ol

10 A

Set2 Siit  *Set2 Siit Set2 Org. *Set2 Org. Setd Stit  *Set4 Siit Set4 Org. *Set4 Org.
Atiksuyu Atiksuyu Atk Atik Atiksuyu Atiksuyu Atk Atik

Sekil 4.24 : *Set2 ve *Set4’te sentetik atiksuya UY A beslemesi sonras1 degisimler.

Bu calismada elde edilen PHA’nin 6nemli bir kismi PHB’den olugmaktadir.
Asidifikasyon asamasinda elde edilen fermente asitlerin bilesimine bagh olarak PHA
yapist kuvvetli bir sekilde etkilendigi bilinmektedir. Fermentasyon deneylerinden elde
edilen verilere gore en yiiksek miktara sahip asit tiirleri asetik asit ve izobiitirik asit
oldugundan PHA olusumu yiiksek oranda PHB cinsinden olmustur. Biitiin setlerin
maksimum PHA degerlerini veren verilere gore PHA tiirlerini gosteren grafikler siit
endiistrisi atiksuyu ve organik kat1 atik i¢in ayri olarak Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’da
verilmistir.

Bu calismada atik/atiksu basina iiretilen maksimum PHA degerlerine bakilacak olursa
stit enddistrisi atiksuyu i¢in 0,17 (g PHA/ L siit atiksuyu) degeriyle Setl F/M=1,5te
ulasilmis, organik kati atik i¢in 20,30 (g PHA/ kg organik kat1 atik) degeriyle Setl
F/IM=1,0"de ulasilmistir (Sekil 4.27 ve Sekil 4.28).
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Sekil 4.25 : Siit endistrisi atiksuyu setlerinin PHA tiirleri.

Setl-Org.A. Set2-Org.A. *Set2-Org.A. Set3-Org.A. Set4-Org.A. *Set4-Org.A.
EPHB ®=PHV m3H2MV

Sekil 4.26 : Organik kati atik setlerinin PHA tiirleri.

Artan C/N orami ile PHA iiretim verimi artig gosterirken spesifik biiyliime veriminin

azaldig1 bilinmektedir. Onceki ¢alismalarda PHA depolanmas: igin yiiksek C/N orani

optimum kosul olarak belirtilmistir. (Kumar ve dig., 2004; Montiel-Jarillo ve dig.,

2017). Yapilan bu ¢alismada da siit endiistrisi atiksuyu igin C/N=21, organik kat1 atik
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icin C/N=44 olarak hesaplanmistir. PHA iiretim kapasitelerine bakildiginda yiiksek
C/N oranina sahip organik kati atiktan literatiirle benzer sekilde daha yiiksek verimle
PHA dretimi elde edildigi goriilmustiir. Siit endiistrisi atiksuyunda yiiksek
konsantrasyonda bulunan TKN nedeniyle azot kisitli kosul saglanamamis ve organik

kat1 atikta goriildiigii kadar PHA iiretimi goriilememistir.
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Sekil 4.27 : Siit enddistrisi atiksuyu i¢in biitiin Setler’de tiretilen PHA miktarlar:.
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Sekil 4.28 : Organik kati atik i¢in biitiin Setler’de tiretilen PHA miktarlari.
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4.5 Mikrobiyal Topluluk Karakterizasyonu

Calisma sirasinda aglik-tokluk rejiminde isletilen ardisik kesikli reaktérden *Set2
isletme kosulu sonunda (¢amur yasi: 6 giin) ve anaerobik-aerobik-anoksik rejimde
isletilen ardisik kesikli reaktorden *Set4 isletme kosulu sonunda (camur yasi: 12 giin)
numuneler alinarak mikrobiyal toplulugun tanimlanmasina ydnelik karakterizasyon

caligsmasi gergeklestirilmistir.

Sekil 4.29’da Proteobacteria ve Actinobacteria subelerine ait tiirlerin her iki sistemde
de baskin oldugu tespit edilmistir. Fakat bu subelerin goreceli bolluklar isletme
rejimine gore farklilik géstermektedir.
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Sekil 4.29 : Mikrobiyal komiinitenin sube diizeyinde 1s1 haritas1 gosterimi (S1:
Acglik-Tokluk rejimi, S2: Anaerobik-Aerobik-Anoksik rejim)

Aclik-tokluk rejiminde isletilen sitemde Proteobacteria toplam mikrobiyal toplulugun

%S51’ini temsil ederken, anaerobik-aerobik-anoksik rejimde %37’sini olugturmaktadir.
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Ikinci en baskin sube olan Actinobacteria tiirleri anaerobik-aerobik-anoksik rejim
sisteminde avantaj elde ederek mikrobiyal toplulugun %28’ini olusturmustur. Bunun
yaninda aglik-tokluk rejiminde isletilen sistemin %17’s1 bu subeye ait tiirler tarafindan
temsil edilmektedir. Bu subeleri takiben, iki sistemde de Bacteroidetes,
Saccharibacteria ve Firmicutes tiirleri mikrobiyal toplulugun %20’den fazla kismini
temsil etmektedir. Elde edilen veriler, literatiirde son yillarda yiiriitiilen benzer

caligmalarla ortiismektedir (Szabo ve dig., 2017; Huang ve dig., 2018).

Aile diizeyinde ise iki sistem arasinda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir (Sekil 4.30).
Aclik-tokluk rejiminde isletilen sitemde goreceli bollugu en yiiksek aile olarak
Rhodocyclaceae tespit edilirken (%12,4), anaerobik-aerobik-anoksik rejimde isletilen
sistemde mikrobiyal toplulugun yalnizca %31 bu aile tarafindan temsil edilmektedir.
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Sekil 4.30 : Mikrobiyal komiinitenin aile diizeyide 1s1 haritast gosterimi (S1: A¢lik-
Tokluk rejimi, S2: Anaerobik-Aerobik-Anoksik rejim)

52

1
f__Xanthomonadaceae
p__Saccharibacteria
f_Rhodocyclaceae

f__Campylobacteraceae

f _Sphingobacteriaceae

c__Alphaproteobacteria
f__Gemmatimonadaceae

—{—

— o__Rhizobiales
f__Hyphomicrobiaceae
f__Bradyrhizobiaceae
p__Parcubacteria
f_Actinomycetaceae
f__Rhodospirillaceae
f_Oikopleura dioica
o_ Desulfuromonadales
c__Acidobacteria

1 o__Myxococcales

f _Methylobacteriaceae

f_Verrucomicrobiaceae



Farkli  olarak,  anaerobik-aerobik-anoksik  rejimde  isletilen  sistemde
Intrasporangiaceae ailesine ait tiirler baskin olarak goriilmistir (%19).
Xanthomonadaceae, Comamonadaceae ve Rhodobacteraceae tiirleri aclik-tokluk
rejiminde isletilen sistemdeki mikrobiyal toplulukta énemli rol oynamakta, birlikte
sistemin %27’sini temsil etmektedir. Huang ve arkadaglari (2018) tarafindan yiiriitiilen
benzer bir ¢alismada Rhodocyclaceae ve Rhodobacteraceae ailesine ait tiirlerin aglik-
tokluk rejiminde isletilen sistemi domine ettigi, bu tiirlerin PHA depolama 6zelligi
gosterdigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, Comamonadaceae iiyelerinin de depo
polimerleri iiretme yetenegi oldugu bilinmektedir (Szabé ve dig., 2017).
Intrasporangiaceae ailesine ait tiirler ise, biyolojik fosfor gideriminde 6nemli rol
oynamaktadir (Stackebrandt ve dig., 2014).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, aglik-tokluk rejimi ve anaerobik-aerobik-anoksik rejim kullanilarak
zenginlestirilen aktif ¢amur ile asidifikasyonu saglanmis siit endiistrisi atiksuyu ve
organik kati atigin PHA iiretimi tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. PHA nin tiretimi
ve bilesiminin dogrudan UYA bilesenleriyle iliskili oldugu goriilmistiir. Her iki
hammadde kaynagindan farkli fermentasyon verimleri elde edilmistir. Asidifikasyon
asamasini kontrol edebilmek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Yiiksek F/M
oranlarinda PHA iiretiminin diistiigii gozlemlenmistir. Buna gore yiiksek F/M oranlari
pH kontrollii olmak tizere tekrar denenebilir. Bu c¢alismada 6zellikle organik kati
atiklarin fermente iistsuyu ile elde edilen PHA miktarlar1 atiklarin asidifikasyonu ile
stirekli sistemlerde biyopolimer tretmek igin timit verici bir yaklagim ortaya
koymaktadir. Diisiik ¢camur yasinin PHA iretimini arttirdigi gorilmistir. PHA
tiretimini arttirmak i¢in yapilan ve bu g¢alismada kullanilan strateji, UYA'nin bir
kismimin AKR’lerin beslendigi sentetik atik suya eklenmesiyle daha yiiksek PHA
verimliliginin saglanabilecegine dair dogrulayici kanitlar saglamistir. Buna gore diisiik
camur yasinda daha yiiksek PHA icerigi veren AKR’ye de UYA beslemesi yapilarak
fermente organik kati atik ile PHA igeriginin %67,3’iin iizerine c¢ikarilabilecegi

goriilmektedir.

Bu ¢aligmadan elde edilen verilere gére 1000 m?® siit endiistrisi atiksuyundan 173 kg
polimer ve 1 ton organik kati atiktan 20,3 kg polimer {iiretilebilecegi hesaplanmustir.
Elde edilen PHBV kopolimeri tek kullanimlik iiriinlerin ve ambalaj malzemelerinin

tiretimi i¢in uygun PHA kompozisyonuna sahiptir.

leriki calismalarda atiklarin asidifikasyon verimliliginin iyilestirilmesi ve optimum
C/N oramyla birlikte pH kontrollii PHA depolama deneylerinin daha fazla

arastirilmasi gerekmektedir.
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