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ONSOZ

Atiksularda bulunan zenobiyotikler, kalict organik kirleticiler ve farmasdtikler gibi mikro
kirleticiler biyolojik olarak hizli bir sekilde ¢oziilmedikleri veya pargalanmadiklari igin
cevrede kalici kalic1 hasarlar birakabilir. Bu nedenle geleneksel karbon, azot ve fosfor
gideriminin yani sira bu mikro Kkirleticilerinde alic1 ortama desarj edilemeden Once
giderilmesi onem arz etmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda, sularda ve kati
ortamlarda farmasdtiklerden, kisisel bakim iirlinlerinden ve zenobiyotik maddelerden
kaynaklanan mikro kirleticilerin oldukca fazla miktarda yer aldiklari goriilmektedir. insan
aktiviteleri sonucu atiksulara karisan kafein ve benzeri bircok maddenin, biyolojik
bozunum, doniisiim, ortamda ne kadar bulunduklari, ortamdaki tasinimlar1 ve son olarak ne
olduklar1 konusunda konusundaki bilgiler hala smirlidir. Geleneksel biyolojik aritma
prosesleri, halk sagligi ve ¢evre i¢in tehdit unsuru olan kirleticilerin giderimi i¢in yillardir
kullanilmaktadir. Son zamanlarda kaliteli su kaynaklarmin azlig1 arastirmacilar i¢in, su ve
atiksu aritiminda daha uygun ve diisiik isletim maliyetine sahip biyolojik proseslerini ve bu
proseslerin bilgisayar yardimi ile simiilasyonunu saglayan atiksu modellemesini daha cazip
hale getirmistir. Atiksu aritim modellemesi bir sistemin statik ve dinamik davranislarinin
deneysel asamalara bagvurmadan ya da minimum deney ve gozlem agi 1s18inda, daha
pratik, daha masrafsiz ve zamandan tasarruf ederek tespit edilmesini saglayan bir
miihendislik aracidir. Bu projede ilk olarak diger mikro kirleticiler i¢in de 6rnek olabilecek
ve evsel atiksuda siklikla bulunan kafein kullanilmistir ve isletme kosullarina gore en
uygun Aktif Camur Modeli (Activated Sludge Models-ASM) segilerek kafeinin etkilerinin
ortaya konulmasi hedeflenmistir.

Bu projenin basarili olarak ger¢eklesmesinde gorev alan tiim lisanstistii 6grencilerine ve
arastiricilarina katkilarindan dolay: tesekkiir ederiz.

Bu proje KSU Arastirma Projeleri Yonetim Birimince 2014/3-32D no’lu “Kafeinin Aktif
Camur Uzerindeki Etkisinin Modellenmesi” isimli Bilimsel Arastirma Projesi kapsaminda
desteklenmistir.



ICINDEKILER

o Sayfa No
ONSOZ 1
ICINDEKILER ii
CIZELGELER DIZINI v
SEKILLER DiZINi \%
OZET vi
ABSTRACT vii
1.GIRIS 1
2. Literatiir Arastirmasi 4
2.1 Kafeinin Aktif Camur Uzerindeki Etkileri 4
2.2 Poli- B- hidroksialkanat (PHA) ve poli- B-hidroksibiitirat (PHB) 9
2.3 LOD ve LOQ Degerlerinin Hesaplanmasi 10
3.Materyal ve Metot 11
3.1 Deneysel Plan 11
3.2 Ardisik Kesikli Reaktor Konfiglirasyonu 12
3.3 Mikroorganizma ve SRT 14
3.4 Enstriimental Analizler 14
3.4.1. HPLC kullanarak kafein miktarinin belirlenmesi 14
3.4.2 TOK ve KOI 6l¢iimii 16
3.5 Analitik Yontemler 17
3.5.1 Hacimsel kiitle transfer katsayisi-kL A 6l¢iimii 17
3.5.2 AKM ve UAKM miktarinin belirlenmesi 18
3.5.3 Diger Analizler 20
3.5.3.1 pH Olgiimleri 20
3.5.3.2 ORP Olgiimleri 20
3.5.3.3 Coziinmiis Oksijen 20
3.6 Kullanilacak Aktif Camur Modelinin Belirlenmesi 20
3.6.1 AQUASIM Programinda Kullanilacak Temel Parametreler 21
4. ARASTIRMA ve BULGULAR 22
4.1 Farkli Kafein Konsantrasyonlarin DO ve OUR Uzerine etkileri 22

4.2 Farkli Kafein Konsantrasyonlarmin Aktif Camur Uzerinde Modifiye Edilmis
ASM3 kullanilarak Modellemesi 23



5. TARTISMA ve ONERILER
6. KAYNAKLAR

25
26



CIZELGELER DiZINi

Sayfa No
Tablo 1: Cesitli icecek ve yiyeceklerde bulunan kafein miktari 7
Tablo 2: Analitik Metotlarin Kesinlik Tanimlari 10
Tablo 3: Ardisik Kesikli Reaktor -AKR prosesi i¢in deneysel plan 11
Tablo 4: Modifiye ASM3’ e ait matris sunumu 23
Tablo 5: Modifiye edilecek ASM-3’ de kullanilacak parametreler 25



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa No

Sekil 1: Atiksulardaki temel KOI bilesenlerinin dagilimi 2
Sekil 2: Zenobiyotik maddenin hiicre igerisinde enzim-substrat iliskisi lizerindeki etkisi 5
Sekil 3. Kafeinin kimyasal yapis1 8
Sekil 4 Kafeinin biyosentezi 8
Sekil 5: D (-) — 3- Hidroksi Biitirik Asit Polimerlerinin Kimyasal Yapisi 9
Sekil 6: AKR Sematik Gosterimi 13
Sekil 7: 25L°1ik kontrol reaktorii (a) 2,5L’lik ¢alisma reaktorii (b) 13
Sekil 8: Coklu-Basamak Gradient Akis Diyagraframlari 15
Sekil 9: Farkli Konsantrasyonlardaki Kafein Konsatrasyonlarinin Korelasyonu 15
Sekil 10: TOC ve KOI arasindaki korelasyon 16
Sekil 11: MLSS ve VSS korelasyonu 19
Sekil 12: MLSS ve SS korelasyonu 19
Sekil 13: Farkli Kafein Konsantrasyonlarmin DO Uzerine etkileri 22
Sekil 14: Farkli Kafein Konsantrasyonlarmin OUR Profili Uzerine Etkileri 23
Sekil 15: 250 pg/L Kafein Verildiginde Modifiye ASM3; de OUR Profiline Bagli Model
Kalibrasyonu 24
Sekil 16: 500 pg/L Kafein Verildiginde Modifiye ASM3; de OUR Profiline Bagli Model
Kalibrasyonu 24



OZET

Son yillarda kafein gibi zenobiyotiklerin kullaniminin artmasi ve insan aktiviteleri sonucu
atiksulara karismasi ile yeni ¢evresel problemler ortaya ¢ikmaktadir. Alict ortama zarar teskil
edebilecek mikro Kkirleticilerden birisi olan kafein, insan aktiviteleriyle kanalizasyon
sistemlerinde bulunan idrar la dogrudan evsel atiksu aritma tesislerine desarj edilmektedir.
Insan viicudundan genellikle biiyiik degisikliklere ugramadan ¢ikan kafein, atiksu aritma
tesislerindeki aktif camur popiilasyonu iizerinde cesitli etkiler gostermekte ve diger mikro
kirleticiler gibi tesisin performansinin diismesine neden olabilmektedir. Bu nedenle, karbon,
azot, fosfor gibi temel kirleticilerin aritimini iceren geleneksel biyolojik atiksu aritma
proseslerinin dizayninda bu tarz mikro kirleticiler de g6z oniinde bulundurulmalidir. Giin
gectikce daha yiiksek kalitede ¢ikis suyu elde edilmesine iliskin talepleri karsilayabilmek igin
atiksu aritma tesislerinin daha verimli igletilmesi ve kontrolii gerekmektedir. Atiksu aritma
modellemesi, bu kontrollerin daha giivenilir, hizl1 ve diisiik maliyetli bir sekilde yapilmasi i¢in
gelistirilmis bir kavramdir. Biiylik yatirimlar 6ncesinde laboratuar 6lcekli caligmalardan
iretilecek datayla yapilacak modeller, gereksiz yatirimlardan koruyacagi gibi {ilke
ekonomisine de katkida bulunacaktir. Biyolojik proseslerin modellemesi, aritim esnasindan
meydana gelen mikrobiyal faaliyetleriyle reaksiyonlarin stokiyometrik denklemleri ile girdi-
¢ikt1 parametreleri arasindaki baglantilar1 kullanarak sistemin biitlinii hakkinda bilgi verir.

Bu projede ilk olarak diger mikro kirleticiler i¢cin de 6rnek olabilecek ve evsel atiksuda siklikla
bulunan kafein kullanilmistir. Bu projenin ilk asamasinda farkli kafein konsantrasyonlari
laboratuar 6lgekli reaktore verilmis ve aktif camurun etkisi ¢esitli analizlerle incelenmistir.
Calismanin sonrali asamasinda elde edilen isletme kosullarina gére en uygun aktif camur
modeli (Activated Sludge Models-ASM) secilmis ve kafeinin etkileri ortaya konulmustur.
Anahtar Kelimeler: ASM, Evsel Atiksu, Kafein, Modelleme, Zenobiyotik.

Vi



ABSTRACT

In recent years, the increasing use of xenobiotics such as caffeine and contract in to the
wastewaters as a result of human activities that lead to new environmental problems. One of
the Micro Pollutants-MPs, caffeine, because of they found in sewer systems with human
activity directly are discharged into sewage treatment plants with urine and faces, constitutes
harm to the receiving environment. Generally the results of caffeine showed there are no large
changes of the human body, which shows various effects on activated sludge in wastewater
treatment plants population, may lead to poor performance of facilities like the other micro
pollutants. Therefore, containing the basic treatment of pollutants, such as, carbon, nitrogen,
phosphorus, in the design of conventional biological wastewater treatment processes should be
taken into consideration MPs. Day after day, to obtain a higher quality effluent wastewater
treatment plant to meet the demands of the more efficient operation and control is required.
Wastewater treatment modeling is a concept that is more reliable, fast and low cost-effective
for these controls. It can be produced to be done models that with obtained data from prior
laboratory-scale before large investments both protect from unnecessary investment and
contribute to the national economy. The modeling of biological processes, microbial activities
occurring during treatment with stoichiometric equations of reactions connections between the

input-output parameters provides information about using the system as a whole.

In the first part of this project can be the case for other MPs, caffeine, often found in domestic
wastewater was used. Determined concentrations of caffeine was feed into a laboratory scale
reactor and then, effects of activated sludge are examined with several analyzes. Then the
most suitable operating conditions of Activated Sludge Model -ASM was aimed to reveal the

effects of caffeine selectively.

Keywords: Municipal wastewaters, Xenobiotic, Caffeine, Modelling, ASM
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1. GIRIS

Atiksularda bulunan zenobiyotikler, kalic1 organik kirleticiler (Persistent Organic Pollutants -
POPs) ve farmasoétikler gibi mikro kirleticiler biyolojik olarak hizli bir sekilde ¢oziilmedikleri
veya parcalanmadiklar1 i¢in ¢evrede kalici kalici hasarlar birakabilir. Bu nedenle geleneksel
karbon, azot ve fosfor gideriminin yani sira bu mikro kirleticilerinde alici ortama desarj
edilemeden Once giderilmesi 6nem arz etmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, sularda ve
kat1 ortamlarda farmasdtiklerden, kisisel bakim iiriinlerinden (Pharmaceuticals and Personal
CareProducts - PPCPs) ve zenobiyotik maddelerden kaynaklanan mikro kirleticilerin oldukca
fazla miktarda yer aldiklar1 goriilmektedir. Insan aktiviteleri sonucu atiksulara karisan kafein ve
benzeri birgcok maddenin, biyolojik bozunum, donilisiim, ortamda ne kadar bulunduklari,
ortamdaki taginimlari ve son olarak ne olduklar1 konusunda konusundaki bilgiler hala siirlidir.
Kafein gibi zenobiyotik bircok madde sadece insan sagligini degil bitkilerden hayvanlara kadar
biitlin canlilar {izerinde olumsuz etkiler birakmaktadirlar. Bircok Avrupa iilkelerinde yapilan
calismalarda aritma tesislerinin ¢ikis sularinda, ylizeysel ve yeralti sularinda 100.000’iin

tizerinde kafein benzeri zenobiyotik maddelere rastlandig: bildirilmistir .

Geleneksel biyolojik aritma prosesleri, halk saglig1 ve ¢evre i¢in tehdit unsuru olan kirleticilerin
giderimi i¢in yillardir kullanilmaktadir. Son zamanlarda geleneksel biyolojik aritim
proseslerinin etkinligi; (i) su kirliligi sonuglar1 hakkinda bilgilerin artmasi ve halkin daha
kaliteli su arzusu, (i1) azalan su kaynaklari, hizli niifus artisi, endiistriyel gelismeler, evsel ve
endiistriyel atiksularin yeniden kullanilmasi ve endiistriyel proseslerde kullanilan potansiyel
kirleticilerin, iyilestirilmesinin daha 6nemli hale gelmesi gibi etmenler nedeniyle oldukga sinirh
hale gelmistir ve ihtiyaglar1 karsilamada yetersiz olmaya baslamistir. Kaliteli su kaynaklarinin
azlig1 arastirmacilar i¢in, su ve atiksu aritiminda daha uygun ve diisiik isletim maliyetine sahip
biyolojik proseslerini ve bu proseslerin bilgisayar yardimi ile simiilasyonunu saglayan atiksu
modellemesi daha cazip hale getirmistir. Atiksu aritim modellemesi bir sistemin statik ve
dinamik davranislarinin deneysel agsamalara bagvurmadan ya da minimum deney ve gozlem ag1
15181nda, daha pratik, daha masrafsiz ve zamandan tasarruf ederek tespit edilmesini saglayan bir
miihendislik aracidir. Matematiksel modeller tasarim, arastirma, proses kontrolii, tahmin,
performans analizi ve egitim gibi bir ¢ok ama¢ i¢in kullanilabilmektedir. Uluslararast Su
Kirliligi ve Kontrolii Birligi (IWAPRC), bugiinkii adiyla IWA, 1983 yilinda biyolojik atiksu
aritma sistemlerinin tasarimi ve isletilmesi i¢in pratik ve uygulanabilir modeller olusturulmasi

amactyla bir arastirma grubu olusturmustur. Arastirma grubunun gerceklestirdigi caligmalar



sonucu ilk olarak, aktif camur sistemlerinde oksidasyon, nitrifikasyon ve denitrifikasyon
performanslarint gercekgi olarak tahmin edilmesine imkan taniyan ASM1 (activated sludge
model no.1) modeli gelistirilmistir. Daha sonra degisik prosesler i¢cin bu temel model modifiye

edilerek kullanilmis ve giiniimiizde de gegerliliklerini korumaktadirlar.

Bu c¢alisma kapsaminda model zenobiyotik olarak secilecek kafeinin, aktif ¢gamur sistemi i¢in en
onemli parametreleri nasil etkiledigi, mevcut ASM’ ler modifiye edilerek deneyler datalar ve
simiilasyon yardimi ile gozlemlenecektir. ASM belirlenmesinde kullanilacak AQUASIM
programi temel olarak proses, bilesen ve stokiyometrik ya da kinetik parametrelerden
olugmaktadir. Programdaki degiskenlerin tanimlanmasi ve proseslerin tanimlanmasinda
kullanilan bilesenler temel olarak atiksulardaki KOl fraksiyonlarinin belirlenmesiyle olusur.

Atiksulardaki temel KOI bilesenleri Sekil 1’ de gosterilmektedir.
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Sekil 1: Atiksulardaki temel KOI bilesenlerinin dagilimi

Tim bu parametreler gerek deneysel olarak gerekse literatiirde daha once kabul gdérmiis

caligmalardan elde edilerek modellemede kullanilacak AQUASIM programina tagmmustir.

Biyolojik aritma prosesleri, mikroorganizmalar kullanildigi ic¢in diger proseslerle
kiyaslandiginda daha islevsel ve c¢evre dostu olmanin yani sira daha az maliyet
gerektirmektedir. Fakat biyolojik proseslerde meydana gelen reaksiyonlar ve mikrobiyal
aktiviteler kompleks yapidadir ve olduk¢a zaman alan aritma islemleri gerektirebilir. Bu

dezavantajlart ortadan kaldirmak i¢in, gerek laboratuvar olcekli gerekse gercek Olgekli



aritimlarin modellenmesi, biyolojik aritimin daha kisa siirede, daha islevsel ve daha diisiik
maliyetlerde gergeklesmesine olanak saglar. Aktif ¢amur prosesi, mikroorganizmalar
kullanilarak yapilan en yaygin biyolojik aritma prosesidir. Aktif ¢amur prosesi i¢in matris
formatinda  gosterilen  bilesikler  bakterilerin ~ biyolojik  arittimdaki  aktivelerinin
siiflandirilmasidir. Aktif camur proesesleri, siklikla degisen su debisi ve atiksudaki bilesikler
cesitliligi yliziinden tam olarak stabil bir sekilde isletilemezler. Bu dezavantajlar ortadan
kaldirilsa bile, aktif camur prosesleri bolgeden bolgeye ve substrat konsantrasyonuna gore
siklikla degisiklik gostermektedir (Bing ve Han-Qing., 2012). Atiksu aritiminda, biyolojik
proseslerin modellenmesi i¢in sunulan matris yaklagimda ayrisabilen bilesikler S semboliiyle,
ayrisamayanlar ise X ile gosterilmistir. Biyomas, substrat ve oksijeni gostermek i¢in sirasiyla B,
S, ve O alt indisleri kullanilmaktadir. (Henze, 1992; Orhon ve Cokgdr, 1997). Matris
yaklasiminda, organik madde biyolojik olarak parcalanabilen, S ve biyolojik olarak
pargalanamayan, I seklinde sembolleri ile verilir. Biyolojik olarak pargalanan maddeler,
biyolojik olarak kolay parcalanan, SS ve yavas parcalanan, XS sembolleri ile verilmektedir.
Biyolojik olarak parcalanamayan maddeler de, inert ¢oziinebilir, SI ve inert partikiiler, XI
olarak iki alt fraksiyona ayrilmaktadir (Giliglii, 2007). Bu alt kategorilere ayirma, aritma
tesislerinin tasariminda oldukga gilivenilir ve belirleyici veriler elde edilmesini saglamakta,
ayrica simiilasyon c¢alismalarinin sonuglarini da 6nemli Olg¢lide etkilemektedir (Vestner ve
Ginthert 2001). Biyokiitleyi ve atiksu karigimi belirli oranlarda ayarlanarak yiriitiilen kesikli
deneyler yardimi ile atiksulardaki biyolojik olarak ayrisabilen organik karbonun miktar1 ve
ayrisma kinetigine ait bilgiler elde edilebilmektedir. Literatiirde, birgok kesikli ve yar1 kesikli
respirometrik deneyler, organik maddenin ayrigma kinetiginin tanimlanmasinda ve bunlarin
farkli kinetik ifadelerle degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Dold vd., 1986;
Ekamave Marais,1979).Ancak, ayrisma non-lineer yapiya sahip kinetiginin respirometrik
yontemlerle degerlendirilmesi beraberinde de cesitli zorluklar1 getirmektedir. Bu calismada
kafeinin, pepton igerikli sentetik evsel atiksu ile beslenen aktif camur sistemi tizerindeki etkisi
arastirtlmast ve bu dogrultuda sistemin genel performansini etkileyen stokiyometrik ve
kinetiklerinin, AQUASIM programi kullanarak literatiirde kabul gormiis Aktif Camur Modeli
(Activated Sludge Model 3 — ASM 3) modeli modifiye edilerek, belirlenmistir.



2. Literatiir Arastirmasi

2.1. Kafeinin Aktif Camur Uzerindeki Etkileri

Azalan su kaynaklari, hizli niifus artisi, endiistriyel gelismeler, evsel ve endiistriyel atiksularin
yeniden kullanilmas1 ve endiistriyel proseslerde kullanilan potansiyel kirleticilerin,
iyilestirilmesinin daha ©nemli hale gelmesi gibi etmenler nedeniyle olduk¢a sinirli hale
gelmistir ve ihtiyaglar1 karsilamada yetersiz olmaya baslamistir. Geleneksel atiksu aritim
prosesleri temelde karbon, azot fosfor giderimini icermektedir. Atiksularda biitiin bunlara ek
olarak, o6zellikle son yillarda farmasoétiklerin ve kisisel bakim iiriinlerinin kullaniminin artmasi
ile bu maddelerin aritilmas1 gerekmektedir. Konvansiyonel atiksu aritma prosesleri ile etkin
olarak giderilmeyen farmasotikler ve kigisel bakim iiriinleri olumsuz etkiler yapacak
konsantrasyonlarda sucul ortamlara desarj edilmektedirler. Yapilan arastirmalar sonucunda, bu
kimyasallarin biiylik bir kismimin atiksu aritma tesislerinde tamamiyla giderilmedigi
belirtilmektedir (Gagnéet vd., 2006; Roberts ve Thomas, 2006). Atiksu aritma tesislerindeki bu
kirleticilerin alic1 ortama desarjiyla birlikte ylizey sularina, igme sularina ve yeralt1 sularina
bulastig1 belirlenmistir.

Zenobiyotiklerin  ve farmasodtiklerin - aritilmast  amaciyla ileri aritma teknolojileri
kullanilmaktadir. Bunlar ozonlama, ultrafiltrasyon, ters osmoz gibi fiziksel kimyasal prosesler
ve adsorpsiyonu igermektedir. Adsorpsiyonda bir madde biyolojik olarak parcalanabilirligini
canli hiicre tarafindan gerceklestirmektedir. Hiicre tarafindan adsorplanabilen maddeler hiicreye
transfer olduktan sonra, hiicre icinde gergeklesecek olan metabolik ve/veya ko-metabolik
faaliyetlerde yer alabilmektedirler (Basibuyuk ve Forster, 2003). Saglik ve cevresel agidan
oneminden dolayi, zor pargalanan ve toksik Ozelligi olan bilesiklerin biyolojik aritma
proseslerindeki oran ve doniisiimleri 6nem teskil etmektedir. Son yillardaki ¢alismalarda da
belediye atiksu aritim tesisleri (Sewage Treatment Plant-STP) icindeki farmasdtik ve kisisel
bakim iiriinleri (Pharmaceuticals and Personal Care Products-PPCP)’nin gideriminin polar
bilesigin ¢esidine gore farkli oranlarda degistigi gosterilmistir. Ancak bu konuda hala net bir
sonuca ulasilamamistir (Karnjanapiboonwong ve ark., 2011). PPCP’ler dogal sulara genellikle
endistriyel kaynaklardan ya da atiksu aritma tesislerinin desarjlarindan gelmektedir. Evsel
kullanimdan sonra kanalizasyona giren PPCP’ler biyolojik olarak parcalanmalar1 zor oldugu
icin konvansiyonel atiksu aritma tesislerinde giderilememekte ve alici ortamlara desarj edilip
dogal sularda birikmektedir. Bu kimyasallar ¢evrede biyolojik, fizikokimyasal veya
fotokimyasal bozunmalarla da orijinal bilesikten belki daha tehlikeli yan {iriinlerin veya

metabolitlerin olustugu sonucuna varilmistir (Daughton ve Jones-Lepp, 2002).

4



Cesitli etmenler zenobiyotikleri metabolize eden enzimlerin etkinliklerini etkiler. Enzimlerin
etkinlikleri tiirler, hatta bireyler arasinda &nemli farkliliklar gosterirler. Ornegin cocuklar,
yetigkinlere gore ¢ok daha duyarhidirlar (Strolin ve ark., 2005). Canli organizmalar zararl
zenobiyotiklerin hiicrede birikimini 6nlemek i¢in ¢esitli eliminasyon yollar1 gelistirmisler,
evrim siirecinde bu zararli kimyasallar1 metabolize etme kapasitelerini arttirmiglardir. Bazi
enzimlerin etkinligi yas ve cinsiyete bagli olarak da degisir. Baz1 zenobiyotiklerin metabolitleri
zenobiyotik metabolize eden enzimlerin etkinligini uyarabilir veya inhibe edebilir (Lang ve
Pelkonen, 1999). Bir kisim zenobiyotikler ¢ok diisiik dozlarda bile zehirliyken bazilarinin daha
yiiksek dozlar1 bile toksik etki yapmayabilir (Niesink, 1996). Zenobiyotikler canli hiicreye
girdiklerinde substratlar: taklit ederek enzim substrat iligkini bozmakta ve canlida gerek kronik
gerekse akut olumsuz etkiler birakmaktadir. Sekil 2 de zenobiyotik maddenin maddenin hiicre
igerisine alinmasi ve enzim substrat iliskine olan etkisi ve tekrar hiicre disina tasinmasi

gosterilmektedir.
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Hiicre
it Membrani
@gZenoblyotlk 1} Cikis
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Hedef Genin Translasyonu

Zeno
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ve Transkripsiyonu Hizli Birlegme
l_‘ Modifikasyonu
/—\

2 Modifiye

Enzimi

Zeno-Birlesme

Birlestirme
Zeno-Metabolizma Enzimi

. J

Sekil 2: Zenobiyotik maddenin hiicre igerisinde enzim-substrat iliskisi tizerindeki etkisi
[URL.2]
1. Safha: Zenobiyotik maddeler metabolizma icerisinde redoks ya da hidrolik reaksiyonlarla
enzimler tarafindan etkinirler ve kimyasal fonksiyonel gruplar1 kapsar ya da olumsuz etkiye

maruz birakirlar.



2. Saftha: Cesitli bilesimlerin olusumu icin dogal biyolojik gruplarin zenobiyotikler iizerine
transferi gerceklesir. ileri birlesim olusumunun gergeklestigi sathadir.

3. Safha: 1. Safhadaki enzimler tekrar gorev alarak g¢esitli akis sistemleri yardimiyla modifiye
edilmis zenobiyotiklerin hiicre membrani disina taginmasi gerceklestirilir (Nakata vd., 2006).
Zenobiyotiklerin ve farmasdtiklerin bir alt sinifi olan kafeinin son yillarda tiiketimi oldukga
artmaktadir. Tiiketimindeki bu artig insan aktiviteleri sonucu atiksulara karisarak alicit ortami ve
insan saghigimi tehdit etmektedir. Bu nedenle diger makro kirleticilerin yani sira kafeinin ve
benzeri zenobiyotik maddelerin de atiksulardan aritimi 6nem arz etmektedir.

Kafein beyaz kristalize toz seklinde bulunan, hafif aci ve kokusuz bir maddedir Kafein
gidalarda, iceceklerde, tiitiin iriinlerinde, ilaclarda, lezzetlendiricilerde yaygin olarak
kullanilmakla beraber kimyasal sentezle de elde edilmektedir. Kafein oral yolla 200-400 mg
dozda alindiginda psikostimulan etki gostermektedir. Uyanikligi ve dikkati artirmakta,
yorgunlugu azaltmaktadir. Giinde 15-20 fincan kahve igilmesi ile bagimlilik goriilmeye
baslanmaktadir. Kafeinin santral sinir sistemi, kalp ve kardiyovaskiiler sistemi stimiile eden
hafif bir uyarici oldugu bilinmektedir. Ayrica brong diiz kasinda gevseme meydana getirmekte,
cizgili kaslarda ve gastrik asit salgilanmasinda uyarici olarak gorev yapmakta, bobrek kan
akimini artirmakta ve hafif diliretik etki gostermektedir. Gastrointestinal kanaldan tam olarak
absorbe olmaktadir. Oral olarak alinmasini ardindan plazma doruk konsantrasyon diizeylerine
50-75 dakika i¢inde ulagmaktadir. Yaklasik %17’si plazma proteinlerine baglanmakta, kismen
karacigerde metabolize olmakta, degismemis ya da metabolitler halinde idrarla atilmakta ve
atiksulara karigmaktadir. Kafeinin plazma yar1 omrii yetiskinlerde 3-4 saat iken, kafeini
annelerinden alan yeni doganlarda ise plazma yar1 omrii cok daha uzun olup 80 saat kadar
oldugu bilinmektedir. Kahve, cay, cesitli icecek ve yiyecek cesitlerinde bulunan kafein

miktarlar1 asagida bulunan Tablo 1°de gosterilmektedir.



Tablo 1: Cesitli icecek ve yiyeceklerde bulunan kafein miktari

Icecek ve yiyecek isimls Kafein miktarlari
Filtre kahve 135 mg
Espresso 50 mg
Kola 46 mg
Gazoz 54 mg
Yesil cay 25 mg
Stitlii kakao 8 mg
Bitter c¢ikolata 31 mg
Hazir kahve 95 mg
Kafeinsiz kahve 3 mg
Portakall1 gazoz 40 mg
Demlenmis cay 35 mg
Poset ¢cay 25 mg
Kahveli dondurma 85 mg

Kafein 1991 yilinda en yaygin kullanilan iilkelerde yaklasik olarak giinliik kisi bagima 70 mg/L
tiketilirken, 1995 yilinda Avustralya’da bu degerin 190-410 mg/L’e ¢iktig1 sonucuna
ulasmiglardir. Caligmalar kafeinin insan viicudunda degismeden veya metabolitleri seklinde
kaldigin1 ve sonugta iire olarak desarj edildigini gostermiglerdir. Ayrica evlerde, gay ve
kahvelerde, atiksu aritma tesislerinde kafein onemli bir miktarda yer aldigi gosterilmistir.
Atiksu ¢ikis sularindaki kafeinin konsantrasyonun, Amerika’da >100 pg/L, Kanada’da 20-300
ng/L, Isveg’te 34 pg/L olarak Slgiilmiislerdir (Chen ve ark., 2002). Sekil 3 ve Sekil 4 de sirayla

kafeinin kimyasal yapis1 ve biyosentezi gosterilmektedir.



Kafein Molekilii

kimyasal adi: 1,3,7- Trimetilsantin
kimyasal formali: CaH10MN402

C - Karbon Atomu
H - Hidrojen Atomu
N - Azot Atomu

0 - Oksijen atomu
CH3 - Metil radikal

Sekil 3. Kafeinin kimyasal yapis1 [URL.3]

0 0 .FH 2
H, Ho
N N N N®
LY LY
0)\ N N 7-methylxanthosine O)\ N N N-methyl nucleosidase

synthase (EC 2.1.1.158) (EC 3.2.2.25)

H H
HO
0 0

AdoMet  AdoHcy H,O  D-ribose
HO OH HO OH
xanthosine 7-methylxanthosine
O cn, CH 0 cH
' theobromine synthase 3 caffeine synthase hek
Hey |N> (EC 2.1.1.159) (EC2.1.1.160)  HsCs IN)
/ /
PN )\ TN A
AdoMet AdoHey Hy AdoMet AdoHcy CHy
7-methylxanthine 3,7-dim elhylxanlhlne 1,3, 7-trimethylxanthine
(theobromine) (caffeine)

Sekil 4 Kafeinin biyosentezi [URL.4]



2.2, Poli- B3- hidroksialkanat (PHA) ve poli- B-hidroksibiitirat (PHB)

Plastikler, ekonomiklikleri, uygulama kolayliklart ve oOzelliklerinin her gecen giin
gelistirilmeleri nedeniyle kullanim alanlarini ve miktarlarini giderek arttirmaktadirlar. Elektrikli
ev aletlerinde, otomobil sektoriinde, mutfak esyasi, park-bahce alanlarinda, plastige dayali
ingaat malzemesi, gida malzemesi ambalaji, kozmetik, temizlik malzemesi, narenciye, tarim
tiriinleri, tekstil, konfeksiyon ambalaji ve saglik alaninda plastige dayali ara¢ gere¢ kullanimu ile
giinliik yasantimizin her alaninda plastik ile karsilasilmaktadir. Plastiklere olan talebin artmasi
atik plastik miktarinda da artisa yol agmakta ve uzun siire (35-40 yil) cesitli kirlilikler
olusturmaktadir. Plastiklerin dogada parcalanmalari i¢in gecen Omiirlerinin yliksek olmasi ve
yeniden kullanim oranlarmin dusiikliigli atik plastik miktarint hizla artirmaktadir (1).
Petrokimyasal kaynakli plastiklerin dogada uzun siirede parcalanmadan kalmalariyla meydana
gelen cevre kirliliginin 6nlenmesi amaciyla yapilan arastirmalarda mikroorganizmalarin karbon
ve enerji kaynagi olarak kullanmak tizere stres kosullarinda depoladiklart lipid graniillerinin
plastik ozellikte olmasi ve bu plastik materyalin dogada mikroorganizmalar tarafindan
par¢alanmasi mikroorganizmalar kullanilarak plastik madde iiretimini kapsayan bir sektoriin
gelismesine neden olmustur. PHA (polihidroksialakanat) biyolojik olarak parcalanabilmesi
acisindan dikkat ¢eken bir polimer olmustur. Bunlar arasinda en yaygin olani ve en iyi bilineni
PHB (poli-B-hidroksibiitirattir) (2). Ancak iiretimde kullanilan besiyerinin maliyeti yapilan
caligmalar1  smirlayan bir faktér olarak karsimiza  ¢ikmaktadir. Son  yillarda
mikroorganizmalardan plastik {iretimi iizerine yapilan c¢aligmalar ucuz hammadde kullanimi
lizerine yogunlasmistir. Hiicre i¢i depo graniilii seklinde sentezlenen ve biriktirilen PHB,
yapisinda kisa zincirli B-hidroksi yag asitleri igeren, prokaryotlarin membranla ¢evrili hiicre i¢i
depo maddesi olup, tekrarlanan hidrofobik birimlerden olusan uzun bir polimerdir (2, 8, 18, 19,

20)

[-O-CH-CH~C]

| ]
CHs O

Sekil 5: D (-) — 3- Hidroksi Biitirik Asit Polimerlerinin Kimyasal Yapisi
Yukardaki zincirinde bir metil grubu bulunan, optikce aktif D(-)-3-hidroksi biitirik asidin
makromolokiiler bir polimeri olan PHB'n genel formiilii (C4H602)n seklindedir (Sekil 1). (n)
sayist 35 000 gibi yiiksek bir sayiya ulasabilir (4, 12, 15, 18, 21, 22)



2.3. LOD ve LOQ Degerlerinin Hesaplanmasi

Enstriimental bir cihaza ait dedektdriin 6l¢iim hassasiyetini veren (Limit Of Detection-
LOD) ve cihazda yapilan en diisiik degerde oOlgiilebilen deger (Limit Of Quantification-
LOQ) sonuglarini tablo 2’de verilen formiillere gore hesaplanmustir.

Tablo 2: Analitik Metotlarin Kesinlik Tanimlari

Terim” Tanim

Mutlak Standart Sapma (s)

Relatif Standart Sapma (RSD) RDS =

Ortalamanin Standart Hatas1 (sp) § =5

Degisken Katsayisi (CV) v =2100(%)
X

Degisme §

N

2%

I=1

N

x(veya, Xqr.): N tane 6lgmenin ortalamast x =

x;: 1’ nci 6lgmenin sayisal degeri
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3. MATERYAL METOT
3.1. Deneysel Plan

Calisma boyunca kullanilan Ardisik Kesikli Reaktor (AKR) icin aerobik isletme kosullarinda

sicaklik optimum kosullar1 i¢in 25-30 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Tablo 3° de calismada

uygulanan deneysel plan gosterilmektedir;

Tablo 3: Ardisik Kesikli Reaktor -AKR prosesi i¢in deneysel plan

IS PAKETLERI

Karbon
Kaynag (1
KOI/L)

F/M

Orani

Askida Ka
Madde (AK|
(mg/L)

Oksijen
Tiiketim H
(OTH) (m
0,/L.sa)

Kafein
(ng/L)

1. Is paketi

Gerekli sarf malzemelerin temini, real
dizayni ve bakterilerin adaptasyonu

Optimum F/M Oraninin Belirlenme

600+50

3000+20(

100£20

2. Is paketi
Farkli Dongii Siirelerinde Kafeinin A

Camur Uzerindeki Etkisinin Arastirily

2.1. is paketi
24 Saat Dongii Siiresinde Baslangi
Kafein konsantrasyonunun Aktif Can

Uzerine Etkisinin belirlenmesi

600+50

Optimu

3000+20(

100£20

250

2.2. s paketi
24 Saat Dongii Siiresinde Artan Kafg
konsantrasyonunun Aktif Camur Uze

Etkisinin belirlenmesi

600£50

Optimu

3000+20(

100+20

500

3. s paketi

Artan Kafein Konsantrasyonunun
ASM'de kullanilan kinetik parametre

uzerine etkisinin belirlenmesi

(Modelleme)

600+50

Optimu

3000+20(

250

100£20

500

Is Paketi 1: Bu is paketinde, ¢alisma igin gerekli olan AKR tasarimi, gerekli sarf malzemelerin

temin edilmesi, gerekli duyulan tiim analizler i¢in kullanilacak cihazlar ve analiz yontemleri
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hakkinda bilgi edinilmesi hedeflenmistir. Tedarik asamasindan sonra bakterilerin sistem
performanslari literatiirde gecerliligini koruyan ¢alismalar géz oniinde tutularak incelenmistir.
Bakterilerin optimum kosullar altinda optimum giderim performansina ulastiklar1 gézlendiginde
bir sonraki i paketine gecilmistir.

Is Paketi 2: Gerekli malzemeler temin edildikten ve adaptasyon saglandiktan sonra yapilacak
kapsamli literatiir taramalariyla sistemin genel performansini yansitacak analizler ve bulgular
bu is paketinde yer almistir. Model zenobiyotik olarak secilen kafeinin aktif ¢camur sistemi
tizerinde etkisinin detayli olarak arastirildigi bu is paketi agirlikli olarak laboratuvar 6lgekli
analizleri ve deneyleri igermistir. Camur yasmn 10 giin, dongii siiresinin 24 saat, giris KOI
degerinin 600 mg /L ve Askida Kati Madde —AKM (Suspended Solids-SS) 3000 mg/L olacak
sekilde (F/M=0,2) stabil kosullar altinda kafein miktarinin sirasiyla 250 pg/L, 500 pg/L olacak

sekilde farkli konsantrasyonlarda aktif camur sistemi {izerindeki etkileri gézlemlenmistir.

Is Paketi 3: Bir onceki is paketinde elde edilen deneysel veriler ve bulgular bu is paketinde
sistemin modellenmesinde kullanilmistir. Olgiim gercekligi, model tahminin dogrulugu, model
kalibrasyonu, model dogrulama ve giiven araligi saglandiktan sonra elde edilen parametreler
modifiye edilerek kullanilacak ASM’ e aktarilmistir. AQUASIM programi yardimi ile
kullanilan deneysel sonuclar ve yapilan model tahmini arasindaki parametre tahmini sonucu
tahmin ve Olgiimler arasinda uyum gozlemlenmis ve ¢alismanin sonug ve tartigmalar kisminda

belirtilmistir.

3.2. Ardisik Kesikli Reaktor Konfigiirasyonu

Calismada aerobik kosullar altinda Ardisik Kesikli Reaktér (Sequencing Batch Reactor - SBR)
kullanilmistir. Caligma boyunca 25 L’ lik kontrol reaktorii ve bu reaktdrden tam karigim halinde
alimacak camur ile 2.5 L’lik calisma reaktorii tasarimi gergeklestirilmistir. Aerobik ortam igin
gerekli olan oksijen konsantrasyonu hava pompasi yardimiyla ile saglanmis olup ayrica
bakterilerin askida tam karigimi {istten karistirict ile saglanmistir. Giris ve ¢ikis sulariin
pH’lari, sicaklik ve 24 saat aerobik kosullarin takibi i¢in kayit 6zellikli O, metre ile 6l¢iimler
gerceklestirilmistir. Reaktdrde kullanilan makro elementlerin yani sira ihtiya¢ duyduklari iz
elementler musluk suyu kullanilarak saglanmistir. Kullanilan musluk suyu 24 saat bekletilerek
igerisindeki klorun u¢masi saglanmistir. Sekil 6’ da kullanilan AKR’ yi ve islem safhalari

sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 6: AKR Sematik Gosterimi (1: Doldurma, 2: Karistirma ve Reaksiyon, 3: Cokelme, 4:
Aritilmis Suyun Ayristirilmasi, 5: Sonraki Doldurma Igin Gegen Siire)
Sekil 6’ da sematik gosterimi verilen Ardisik Kesikli Reaktor (AKR); (i) Doldurma: Reaktor
icerisine atiksuyun alinmasi, (i1) Karistirma ve Reaksiyon: Reaktor igerisine alinan atiksu ile
biyokiitlenin havalandirilmas1 ve karigtirilmasi ile biyokimyasal reaksiyon saglanmasi, (iii)
Cokelme: Reaksiyon islemi tamamlandiktan sonra biyokiitlenin ¢okeltilerek iist fazindan
ayrilmast, (iv) Ayristirma (Bosaltma): Aritilmis atiksuyun reaktérden uzaklastirilmasi, (v) Idle
(Bos): Bir sonraki yilikleme i¢in gecen siire sathalarini igermektedir. Gerekli goriildiigii
kosullarda agir1 ¢gamur reaktdrden uzaklastirilarak reaktor igerisindeki biyokiitle konsantrasyonu
istenilen degerde tutulmustur. Sekil 7a ve 7b’ de ¢aligma boyunca kullanilan kontrol reaktorii

vecalisma boyunca kullanilan ¢aligsma reaktorii gosterilmistir.

Sekil 7. 25L°1ik kontrol reaktorii (a) 2,5L’lik calisma reaktorii (b)
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3.3. Mikroorganizma ve SRT

Calismada kullanilan camur, Kayseri ileri Atiksu Aritma Tesisi’nin aerobik kismindan temin
edilen aktif camur kullanilmistir. Sistem 10 giin camur yas1 (SRT) ile yaklasik alt1 ay kararh
kosullar saglanana kadar isletilmistir. Kararlik kosullar saglandiktan sonra F/M
(Food/Microorganism):0,2 oraninda sabit tutulmus ve ti¢ farkli aktif camur konsantrasyonunda

(1/1, 1/2, 1/4 oranlarinda) ¢alisilmistur.

3.4. Enstriimental Analizler
3.4.1. Yiiksek Basingh Sivi Kromatografi (HPLC) kullanarak kafein miktarinin

belirlenmesi

Kafein miktarinin 6lgiilmesi i¢in degisen konsantrasyonlara ve zamanlara gére HPLC cihazinda
(Dionex, Sunnyvale, CA, ABD), Alltima™ (C8, Sum, 4,6 x 150mm) kolonu ve DAD detektorii
kullanilarak 254 nm’de 6l¢lim yapilmistir. Analizlerde kullanilan mobil faz (20:80 Methanol:
50mM KH,PO,, pH:3) cihazdan Iml/dk akis hizinda gecirilmistir. Olusturulan kalibrasyon
cozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak numunedeki farmasotik
konsantrasyonlart ppb veya pg/L olarak Olcililmiistiir. HPLC cihazinda ayarlanan gradient
akislar Sekil 8 de ve farkli kafein konsantrasyonlarmmin korelasyonlar1 Sekil 9’ da

gosterilmektedir.
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A Flow |Flow Gradient | Multi-Step Gradient | Pump_Pressure
Fresmms,
Qe 14 —
s . Gradient Type: Multi-Step Gradient
Commands — Solvents
Mame Type Start End
i I3EIrnM fogfat tamponu pH: 3,28 | ;I
%B: |30mM fosfat tamponu pH: 254 | ~| oo =z [Boo =
Pump HC: |Safzu - n.a S (] £
(LPG-34005D) I I _I I I
#D:  |Asetoniti | ~| oo oz 400 =
4 IE — Preszure Limitz Colurnn Flow
. "ﬂ Lawer Lirnit: IEI [0...620 bar] Start: I'I,EIEIEI [0.000... 310,000 rmldmin]
Sampler . )
(ACC-3000T) Upper Limit; |3UU [0...520 bar] End: |1 0a [0.000... 10,000 ml i)
/ 100 ~10.0 |—m
Wxe
[T
uv 1 ; | ko
(DAD-3000) 1 Y = M Fiow [ml/min]
Ly y
I\): Sy 1 :
L - Lag
Fost-acquisition o0 2o 20 50 a0 100 120 10 83
steps
Sekil 8: Coklu-Basamak Gradient Akis Diyagraframlari
kafein External _WVIS_2
3,00
Area [mALFmin]
2,50
2,00+
1,50
1,00+
0,50+
000 % General { Detection £ Peak Table £ Amount Table £ Peak Tracking ) Calibration £ Spectra Library Screening pPb
6 160 Zi.llﬂ 360 41.1ID 560 560 7150 860 960 1 .DIDG 1 .1IDD 1 .;_:DD
M Enabled | Name Smp.No. | Pos. | Inj. Vol. | Weight | 1ISTD Amount | Dil. Factor | Inj. Date/Time Sample Comment | Calib. Comment
{5 ppb kafein 72| B 1,0000 1 1,
| 10 ppb kafein 77 1, 03.03.2015 15:03:40 0Ok
3] | =25ppbkafein 78 1,0000 03.03.2015 15:30:00 Ok
4| @ | 50pebkafein 79 1,0000 03.03.2015 15:56:19 Ok
s| | ffj 100ppbkafein 0 1,0000 03.02.2015 16:22:38 Ok
8| [ |/ 250 ppb kafsin 31 1,0000 03.03.2015 16:48:57 Ok
7| 500(T) oob ks &3 10000 1.0000 03.03.2015 17.41.36 Ok
8| [ | @ 1000ppbkafei 84 10000 1,0000 | 03.03.2015 180755 Ok

Sekil 9: Farkli Konsantrasyonlardaki Kafein Konsatrasyonlarinin Korelasyonu
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Kafein miktarinin 6lgiilmesi i¢in degisen konsantrasyonlara ve zamanlara gére HPLC cihazinda
(Dionex, Sunnyvale, CA, ABD), Alltima™ (C8, Sum, 4,6 x 150mm) kolonu ve DAD detektorii
kullanilarak 254 nm’de 6l¢iim yapilmistir. Analizlerde kullanilan mobil faz (20:80 Methanol:
50mM KH2PO4, pH:3) cihazdan 1ml/dk akis hizinda gecirilmistir. Olusturulan farkl
konsantrasyonlardaki kafein ¢ozeltileri ile kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve numunedeki kafein

konsantrasyonlari ppb veya pg/L olarak 6l¢iilmiistiir.
3.4.2. Toplam organik karbon (TOK) ve Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOI) dl¢iimii

TOK analizi 0,45 um seliilloz siringa filtrelerden (Sartorius, Almanya) gegirilerek yapilmuistir.
Organik karbon giderimi reaktoriin performansini gosterdiginden ¢ok sik dlgiilmesi gerekmistir.
Bu sebeple Sekil 10° da yer alan KOI ve TOC korelasyon egrisi ¢ikarilarak TOC cihazinda
(Shimadzu, Japonya) dl¢giilmeye baslanmistir. Numunelerdeki organik madde yiikiinii tespit i¢in
KOI &lgiimleri EPA (Environmental Protection Agency) tarafindan onaylanmis “HACH Su
Analiz El Kitabinda” yer alan reaktdr sindirim metodunun 0-1500 mg KOI/L aralig
kullanilarak sentetik atiksu kompozisyon icerigi, 0-150 mg KOI /L aralig1 kullanilarak ise ¢ikis
suyu icerigindeki KOI miktar1 belirlenmistir (Metot 8000). KOI analizi icin, HACH/DR 5000
spektrofotometre (HACH Company, Loveland, CO., ABD) ve test kitleri kullanilmistir.

200 -

y=0,3299x - 0,6068
R?=0,9961

180 -
160
140
120
100
80
60
40
20

O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Sekil 10: TOC ve KOI arasindaki korelasyon
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3.5. Analitik Yontemler

3.5.1. Hacimsel kiitle transfer katsayisi-kLA o6l¢iimii

Kiitle transfer katsayisi (ki ,) ve reaktor hacmi basina ara ylizey gaz siv1 yiizey alani (a)’ nin ayr1
ayr1 hesapla oldukca zor oldugu igin, bu iki terim genellikle hacimsel kiitle transfer katsayi
olarak bilinen ky, (h-1) terimi olarak beraber ifade edilir. Hacimsel kiitle transfer katsayisi, bir
fermantdriin havalandirma kapasitesi olarak gosterilebilir. Sistemin ky, degeri ne kadar biiyiikse
havalandirma kapasitesi de o kadar fazladir. k;, degeri sistemin dizayn ve isletme kosullarina
bagli olarak degismekte ve baz1 degiskenler tarafindan etkilenmektedir. Bu degiskenler;

L Havalandirma hiz1

IIL. Karistirma hizi

I1I. Karistirict carklarin dizayni

dC .

= klCl ~C,) 0
C t

A£,2 1

~ dC, =k,a|dt

o \C-cu) ! @

c, -C
In f\L—AU =k, at (3)

C. —Carz

Oksijenin ¢oziinebilirligi bir cok etmen tarafindan degisebilir. Bu nedenle saf bir suyun ve bir
reaktor ortamindaki oksijen ¢ozillirliigi degismektedir. kra degerinin belirlenmesinde
kullanilan baz1 metotlar agsagidaki gibidir;

L. Sulfat oksidasyon teknigi

II. Gaz-¢ikis metotdu

a. Statik gaz-¢ikis metodu

b. Dinamik gaz-¢ikis metodu

I1I. Oksijen-denge teknigi

Bu calismada dinamik gaz-¢ikis metodu kullanilmistir. Bu metot, sistemin kp, degerini
belirlemek i¢in ¢oziinmils oksijen miktarmin azalis ve artiginin belirli zaman araliklarinda

gozlenmesi esasina dayanmaktadir.
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Calismada kullanilan kga belirleme deneyi
Deney materyalleri

2.5 L hacminde ¢alisma reaktorii, homojen karisimin saglanmasi i¢in manyetik karistirici,
gerekli oksijenin saglanmasi i¢in havalandirici, ¢oziinmiis oksijen miktarinin belirlenmesi i¢in
optik kapali metal uglu oksijen Olger (Rugged Dissolved Oxygen Meter — RDO Meter)

kullantlmistir.
Deneyin yapilisi

10 giinliik ¢amur yasinda ve F/M=0.2"de isletilen 25 L hacmindeki besin reaktoriinden alinan
2.5 L’ lik biyokiitle ¢alisma reaktoriine konulmustur. Calisma reaktorii oda sicakliginda (= 24
°C) ve 1000 rpm doniis hizinda sabitlenmistir. Reaktor igerine yerlestirlen RDO gostergesi
maksimum ¢oziinmiis oksijen degerini gosterene kadar havalandirma islemi gergeklesmistir.
Yaklasik 8,3 mg O,/ L reaktoriin ulastigi maksimum ¢dziinmiis oksijen degeridir. Bu deger
Denklem 1° de gosterilen oksijenin maksimum doygunluk miktarin1 (C*) gostermektedir.
Maksimum noktasina ulastikdan sonra reaktdre olasi nitrifikasyonu engellemek icin
nitrifikasyon inhibitorii verildi, 5 dakika daha havalandirma islemi gerceklesmistir ve RDO
gostergesindeki deger kaydedilmistir. Devamimda 600 KOI esdegerinde pepton icerikli evsel
atiksu karakterisazyonuna sahip besi verildi. Besi verildikten sonra her 30 sn’ de bir ¢oziinmiis
oksijen miktarindaki diisiis kaydedilmistir, bu diisiis 5 mg O2 / L civarinda iken havalandirma
kapatilmistir. DO degeri 0,5 mg O2 / L altina diisene kadar kaydetme islemi devam etmistir.
Devaminda tekrar havalandirma agilarak maksimum DO degerine gelmesi beklenmis ve yine 30
sn araliklarla DO artis1t mg O2 / L olarak kaydedilmistir. Besin verildikten sonraki DO diisiis
grafigi havalandirma tekrar agildiktan sonraki DO artis grafikleri yer almaktadir. Bu iki grafigin

egimlerinin mutlak deger farklar1 bize ki, degerini dakika olarak vermektedir.

3.5.2 AKM ve UAKM miktarinin belirlenmesi

Askida kati madde (AKM) ve ugucu askida kati madde (UAKM) standart metotlara gore
yapilmistir (APHA, 2005). Askida kat1 madde i¢in Whatmann 0,45 um filtre kagidi bir giin
oncesinde 105 °C’de bir saat etiivde bekletildikten sonra yarim saat desikatorde birakilmistir.
Desikator sonunda filtre kagidinin agirligr hassas terazi ile tartilmis ve filtre kagidinin darasi
alinmistir. Gegebilecek kadar numune Whatmann 0,45 pm filtre kagidi filtreden AKM-SS
analiz seti kullanilarak siliziilmiistiir. Siiziintliniin bulundugu bu filtre kagidi etiivde ve

desikatorde ayni kosullarda bekletilip bir sonraki giin hassas terazide tekrar tartilmustir.
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Filtrenin darasi ¢ikartilip sonu¢ bulunmustur. SS degeri 1000 ml’e gére hesaplanmistir. UAKM-
VSS’nin hesaplanmasinda da siiziintiiniin bulundugu Whatmann 0,45 pum filtre kagidi 550
°C’de kiil firininda yarim saat yanmaya birakilmistir. Burada organik maddeler karbondioksit ve
suya doniiserek ortamdan ayrilmiglardir. Sonucgta yanan filtre kagidi tekrar hassas terazi ile
tartilmig ve ilk siizlintiiniin gegtigi filtre kagidinin agirhigindan ¢ikarilmistir. Sonugta VSS
degeri, aynen SS degerinde oldugu gibi 1000 ml’e gore hesaplanmistir. Askida Kati Madde
AKM (Suspended Solids-SS), Karisik Sivi Askida Kati Madde (Mixed Liquid Suspended
Solids-MLSS) ve Ucucu Askida Kati Madde-UAKM (Volatile Suspended Solids-VSS)
arasinda, standart metota gore elde edilen sonuclar ve UV-spektrofotometrede elde edilen

veriler arasindaki korelasyon grafikleri Sekil 11 ve Sekil 12° de gosterilmistir.

2500 1 MLSS & VSS
2000 -
1500 -
y = 1427,8x + 153,43
1000 4 R? = 0,9982
500 -
O T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Sekil 11: MLSS ve VSS korelasyonu
3000 1 MLSS & SS
2500 -
2000 -
y = 2156,8x - 137,17
1500 - R? = 0,996
1000 -
500 -
0 T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Sekil 12: MLSS ve SS korelasyonu
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3.5.3 Diger Analizler

3.5.3.1 pH

pH metre (WTW Multi 340i, Almanya) ile hem giris hem de ¢ikis suyunda pH Ol¢tilmistiir.
pH’m 6’nin altina diismesi ya da 9’un yukarisina ¢ikmasi bakteri aktivitesini etkiledigi i¢in,
9’un iistiinde oldugunda HCI, 6’nin altinda oldugunda ise NaOH ile dengeleme yapilmistir.
3.5.3.2 ORP

Reaktordeki yiikseltgenme indirgenme potansiyeli ORP cihazi (M300, Mettler Toledo,
Greisensee, Isvigre) kullanilarak online olarak dl¢iilmiistiir.

3.5.3.3 Coziinmiis oksijen

Reaktorde meydana gelebilecek degisikliklerde oksijen tiikketimi dnemli bir parametre olmustur.
Bu nedenle reaktdr igerisinde ¢oziinmiis oksijen miktar1 ve olast degisiklikler 24 saat izlenerek
kay1t altina alinmistir. Bunun icin Excel caligsma tablosu niteliginde kayit yapabilen ¢oziinmiis
oksijen metre (DOMS551SD kodlu ¢ozlinmiis oksijen metre) kullanilmistir.

3.6 Kullamilacak Aktif Camur Modelinin Belirlenmesi

IWA c¢alisma grubu tarafindan 1987 yilinda yayinlanan ASM1 modeli, Oncelikle evsel
atiksularin modellenmesinde daha sonra da modifiye edilerek endiistriyel atiksu aritma
tesislerinin modellenmesi ve simiilasyonunda olduk¢a basarili bir sekilde uygulanmistir.
Geleneksel birgok ASM nitrifikasyon ve denitrifikasyon proseslerini tek asamada
degerlendirmistir. Bu ¢alisma da lizerinde durdugumuz biyolojik aritma proseslerinden biri olan
aktif camur modeli (Activated Sludge Model-ASM) en ¢ok tercih edilen modelleme tiiriidiir.
Literatiirde ASM1, ASM2, ASM2d, ASM3 gibi modeller, diger modellerle kiyaslandigi en ¢cok
tercih edilen ve biyolojik aritim proseslerini en iyi agiklayan modeller arasindadir. ASM2 ve
ASM2d daha cok fosfor giderimiyle birlikte nitrifikasyon ve denitrifikasyon prosesleri igerir.
Ayrica bu model ve tiirevleri fosfat biriktiren organizmalar (PBO)’ lar1 icermektedir. Bu
calismada evsel atiklarda daha ¢ok tercih edilen ASM1 modeli modifiye edilerek kullanilmistir.
Bu modifiye islemleri sirasinda ASM3 modelinde yer alan 6zellikle depolama tirtinleri ilgili bir
cok parametre kullanilmistir. ASM1: 1987 yilinda ilk gelistirilen model olan Aktif Camur
Modeli 1 (ASM1) diger modellerin temelini olusturmaktadir. Monod— Herbert modeline
dayanan, ASM1°deki kullanilan kinetiklerin hiz ifadeleri matris seklinde verilmistir. Ayrica
ASM1 modelinde aktif camur sistemindeki proseslerin tanimlar1 yapilarak, bu proseslerin
hizlar1 ve bilesenleri mevcut matriste gosterilmistir. Modelde biyomas i¢in oksijen kullanimi ve

substrat giderimi goz Oniinde bulundurulmustur fakat, biyomas artis1 ve depolanmasi ele
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alimmamistir. ASM3: Bu model ASMI1 modeli gibi temelde biyolojik azot giderimi esasina
dayanmaktadir. ASM1’ de bulunmayan depolama iiriinleri géz Oniinde tutularak ASM3 ile
arasindaki fark gosterilmistir. Ayrica ASM1°de yer almayan igsel solunum da yine ASM3’ de
kullanilmaktadir. Programda kullanilan degiskenlerin tanimlanmasi, proseslerin belirlenmesi ve
stokiyometrik ya da kinetik denklemlerin olusturulmasinda AQUASIM programi kullanilmaistir.
3.6.1 Aquasim Programinda Kullamlacak Temel Parametreler

Aerobik kosullar altinda hetetrofik mikroorganizmalar i¢in en Onemli parametreler ve
bilesenler; SI = ¢oziinmiis inert organik madde [M (KOI) L-3], SS = kolay (hizl)
parcgalanabilen organik madde [M (KOI) L-3], XI = partikiiler inert organik madde [M (KOI) L-
3], XS = yavas parcalanabilen organik madde [M (KOI) L-3], XBH = aktif heterotrofik
biyokiitle [M (KOI) L-3], SO = oksijen (negatif KOI) [M (-KOI) L-3] gibi 6nemli bilesenler ve
yine hetetrofik mikroorganizmalar i¢in Yy = hetotrofik biyokiitle iiriinii [M (KOI) / M (KOTI)],
fP = partikiiler iirlin olusturan biyokiitle fraksiyonu (-) gibi stokiyometrik katsayilar ayrica fiy =
hetotrofik biyokiitlenin maksimum spesifik ¢ogalma katsayis1 (T-1), KS = hetotrofik
biyokiitlenin yar1 doygunluk sabiti [M (KOI) L-3], by = hetotrofik biyokiitlenin bozunma sabiti
(T-1) gibi kinetikler olarak tanimlanabilir. Yazilim (Software) bazinda yapilacak olan
calismalarda ise asagidaki dort onemli parametre laboratuvar calismalaryla es zamanli olarak

tayin edilmistir.
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4. ARASTIRMA ve BULGULAR

4.1.Farkh Kafein Konsantrasyonlariin DO ve OUR Uzerine etkileri

Hillebrand ve ark., (2012) kafein ve onun metabolitlerini (paraxanthine, theobromine,
theophylline, 1-methylxanthine and 3-methylxanthine) HPLC/MS-MS ile belirlemislerdir. I¢
standart olarak 100 ng’lik karbamazepin-D10 ve 200 ng’lik paraxanthine-D6 kullanmislardir.
On arittmi1 SPE ile yapmislardir. Sonugta kafeinin atiksuda spesifik bir madde oldugunu,
baharda atiksudaki miktarinin toplam atiksu miktarinin %4’iini olusturdugunu belirtmislerdir.
Sekil 13° de F/M= 0.2’ de farkli kafein konsantrasyonlarinda DO degisimleri gosterilmistir.
Artan kafein konsantrasyonu DO degerlerinde 6zellikle 600. Dakikadan sonra gozle goriiliir bir

diisiise sebep olmustur.

DO (mgl/L)

6 | —@— Kafeinsiz V/
O Kafein 250 ug/L
—w¥— Kafein 500 ug/L

0 200 400 600 800 1000
Zaman (dakika)

Sekil 13: Farkli Kafein Konsantrasyonlarinin DO Uzerine etkileri
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200

180 -

160 -

140 -

120 -

OUR (mV)

100 -

80 -

60

—@— Kafeinsiz
O Kafein 250 ug/L
Kafein 500 ug/L

_'_

4.2.Farkh Kafein Konsantrasyonlarimn Aktif Camur Uzerinde Modifiye Edilmis ASMj;

200

kullanilarak Modellemesi

AQUASIM programi kullanilarak yapilan model kalibrasyonu i¢in dncelikle modifiye edilmis

ASM3 modeline belirlenmistir. Olusturulan matris tablosunda 6 adet proses ve bu proseslere ait

400

600

800

Zaman (dakika)
Sekil 14: Farkli Kafein Konsantrasyonlarmin OUR Profili Uzerine Etkileri

1000

7 adet bilesen belirlenmistir. Olusturulan matris sunumu Tablo 4’ de gosterilmistir.

Tablo 4: Modifiye ASM3’ e ait matris sunumu

1200

Prosesler S02 Ss S5H1 | SHz | Xu | Xst0 | Xp Hiz Denklemi
Xy 'm 1-Y, 1 1 R S.

g . _ L s X
Biiyiimesi —YH Y, e s .
X m —-(1-f2) 1 fo by X,

Ohimii
Sz’ in 1 1 SX
Hidrolizi k.h. H1 H XH
Ky +855m/ Xy
Sw2” in 1 A1 < ] X
Hidrolizi k,_ H2 H XH
Ky +Sm /X,
PHA’ nin —(1-Y. 1 Y. D
Depolanmasi ( “‘mj 5TO k.a H1 H X,
Ky +55 /Xy
PHA 1-7. 1 X
TUzerindeki - E G<* 5TO
Biiylime Yy
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OUR mg O, /L .saat

o OUR_data
=——(0OUR._model

100 150 200 250 300 350 400

Zaman (Dakika)

Sekil 15: 250 ng/L Kafein Verildiginde Modifiye ASM3 de OUR Profiline Bagli Model

Kalibrasyonu

Hassasiyet analizleri sonucunda sirastyla 250 pg/L ve 500 pg/L kafein i¢in yapilan parametre

tahminleri Sekil 15 ve Sekil 16” da gosterilmistir.

OUR mg O, /L .saat

« QUR_data

= OUR_model

50

100 150 200 250 300 350 400

Zaman (Dakika)

Sekil 16: 500 pg/L Kafein Verildiginde Modifiye ASM3; de OUR Profiline Bagli Model

Kalibrasyonu

AQUASIM program ile elde edilen model kalibrasyonu ve hassasiyet analizleri degiskenlik

gosteren parametreler Tablo 5’

bulundurularak yapilmistir.

te gosterilen ortalama deger araliklart goz Oniinde
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Tablo 5: Modifiye edilecek ASM-3’ de kullanilacak parametreler

Model Parametreleri Sembg Ortalama Degerl¢
Kafein Zenobiyotik Ilavesi Olmadan - - -
Biiyiime (Xp) icin Maksimum Biiyiime Hizi W Hmax 6,3 7,7
Biiyiime (Xpg) icin Yart Doygunluk Sabiti Kg 23 28
Sy icin Maksimum Hidroliz Hizi ky, 8,3 11
Sy icin Hidroliz Yar: doygunluk Sabiti Kx 0,26 0,063
PHA 'min Maksimum Depolama Hizi ksto 1,6 2,5
PHA' daki Biiyiime icin Maksimum Biiyiime Hizi rg 1,7 11
Xy i¢cin Endojen Oliim Hiz bu 0,2 0,5
Hetetrofik Biiyiime Hizi Yu 0,65 0,75
Xy tarafindan PHA 'nin Depolamasi i¢in Yar: Doygunluk Sal Ksrs 9,5 12
PHA' nin Depolama Uriinii Ysro 0,8 1,4

5. TARTISMA ve ONERILER

Bu calismada, pepton icerikli sentetik evsel atiksu karakterizasyonu olusturularak adaptasyon

saglanan ve sabit F/M oraninda, farkli konsantrasyonlarin giderim verimine etkisi

arastirtlmistir. Klorii ugurulmus musluk suyu ile seyreltilen bakterilerin giderim oranlari

birbirleri ile ¢cok fazla degisiklik gostermemistir. Daha sonra F/M=0.2" de sabit tutularak farkli

kafein konsatrasyonlarinin mikroorganizma {iizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen

bulgular AQUASIM programi yardimi ile ASMj, aktif ¢camur modeli modifiye edilerek

modellesi yapilmistir. Program yardimiyla elde edilen verilerin hassasiyet analizleri ve

parametre tahminleri yapilmistir. Aktif camur prosesine sirasiyla 250 pg/L ve 500 pg/L kafein

eklendiginde elde edilen bulgular gostermistir ki artan kafein konsantrasyonlar1 bakteriler

tizerinde olumsuz etki yapmistir. F/M = 0,2 ¢ de yapilan bu ¢alismada modifiye edilmis ASM3

kullanilarak AQUASIM programi yardimiyla elde edilen sonuglar hassasiyet analizleri ve

parametre tahminleri yapildiktan sonra elde edilen grafiklerde artan kafein miktarinin olumsuz

etkileri gozlemlenmistir.
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~ KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI KOORDINASYON BiRiMI

DANISMAN RAPORU
PROIJE ADI PROJE NO
1. Cahsmanin konusu anlasilir bicimde yazilmis mi? Evet
1
2. Yararlanilan kaynaklar 6zet halinde verilmis mi? 11€vet
3. Calismanin amaci net olarak belirtilmis mi? 113vet
4. Cahsma yontemi anlasilir bir sekilde verilmis mi? Evet
1
5. Calismanin bilime ve ulusal ekonomiye katkisi aciklanmis m? llﬁvet
6. Biitce ve gerekcesi inandirict mi? 113vet
7. Yararlamilan kaynaklar yeterli mi? 113vet
8. Onerilen arastirma konusu 6zgiin mii? Evet
1
9. Arastirma konusu, kaynaklar ile iliskilendirilmis mi? Evet
1
10. Arastirmanin amaci gerc¢ek¢i mi? llivet
11. Arastirmanin amaci, bilimsel bakimdan anlamh mi? llivet
12. Kullanilacak yontem, amacin gerceklesmesi icin uygun mu? 11€V6t
13. Arastirmanin yontemi amaci ile uyumlu mu? llivet
14. Arastirmadan beklenen bilimsel katkilar gercek¢i mi? llivet
15. Proje yiiriitiiciisiiniin arastirma deneyimi yeterli mi? llivet
16. Biit¢cenin ne kadarhk bir boliimii uygun? 172
17. Proje siiresinin ne kadarhk bir boliimii uygun? zé
Desteklenmesi Uygundur

Oneriler Dogrultusunda Diizenlendikten Sonra Desteklenebilir

Desteklenmesi Uygun Degil




KSU
BiLIMSEL ARASTIRMA PROJELERI

KESIN RAPOR DEGERLENDIRME FORMU

EK-7

Proje No:

Projenin Adi :

Tiirkge BASLIK Calismay1 Yansitiyor | Evet [ ] Hayrr []

mu ?

Yabanci dildeki BASLIK ¢alismay1 Evet [] Hayr []

yansitiyor mu ?

Tiirkce OZET calismay1 yeterli oranda | Evet [ Hayrr []

kapsamakta m1 ?

Yabanci dildeki OZET ¢aligmay1 Evet [] Hayir ]

yeterli oranda kapsamakta mi1 ?

METERYAL ve METOD uygun Evet [1 Hayr [

olarak hazirlanmig m1 ?

SEKIL ve TABLOLAR ile ALT Evet [] Hayr [

YAZILAR yeterli mi ?

Elde edilen BULGULAR mevcut Evet [1 Hayr [

kaynaklar uygun sekilde tartisilmis m1

?

KAYNAKLAR yerli ve Konu ile Evet [] Hayir L]

Tlgili mi ?

GORUSUNUZ : Liitfen proje kesin [ Bu sekliyle kabul edilebilir.

raporu ile ilgili goriisiiniizli yan tarafa ] Oneriler dogrultusunda diizeltildikten sonra kabul edilebilir.
isaretleyiniz. Ayrintilar ve Hayir [] Diizeltildikten sonra tekrar incelemek isterim.
cevaplarimin gerekgelerini de ek [] Proje kabul edilmeye deger bulunmamustir.
sayfada belirtiniz. [] Konu ilgi alanima girmiyor. Baska danisman oneririm.

Not: Danigman isimleri yazara bildirilmediginden isim ve soyadiniz1 arkaya yazarak imzalayiniz.




