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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

NFC-DOPLU TiO, FOTOKATALISTINE MARUZ BIRAKILMIS AKTIF CAMURUN
GERCEK EVSEL ATIKSU BiYODEGRADASYONUNDAKI PERFORMANSININ VE
YENILENEBILIRLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Gokee MERDAN

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisii
Cevre Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Giinay YILDIZ TORE

Son yillarda evsel ve endiistriyel atiksularda biyolojik ayrismaya direncli kirleticilerin
tespiti sonrasinda yeni ileri aritim teknikleri gelismistir. Bu anlamda heterojen fotokatalitik ileri
oksidasyon prosesleri son yillarda 6zellikle {izerinde yogun calismalarin ylriitiildiigii 6nemli
teknikler arasinda yer almaktadir. Bu proseslerde, heterojen yari iletken 6zellige sahip olan
Titanyum Dioksit (TiO2), ucuz olmasi ve toksik olmamasina ilave olarak yliksek aktif optik
ozellikleri ve kimyasal stabilitesi nedeniyle ¢ok c¢esitli organik kirleticilerin dekompozisyonunda
oldukca yaygin kullanilmaktadir. Ancak; gilines 1518 sadece %3’t ile %5’ini emebilme
ozelliginden dolay1 son zamanlarda literatiirde TiO2’ye giines 1s181nda da fotokatalitik reaksiyona
girebilme kabiliyetinin kazandirilabilmesi i¢in, uygun gegis metalleri (N, C, F, B, P, Ag, Au, Zn,
Cu...vb.) ile ya da baska elementler yardimiyla doplanarak oksidasyon giiciiniin arttirilmasina
yonelik ¢alismalara ¢ok sik rastlanilmaktadir. Fakat bu ¢aligmalarda, 6zgiil yiizey alan ve yiiksek
katalitik ozelliklere sahip nanopartikiiler yapidaki bu doplanmis fotokatalistlerin, 6zellikle bir
sonraki aritma kademesi olarak tercih edilen aktif gamur sistemleri tizerinde sok etkisi yaratabildigi
ve bunlarin biyodegradasyonunda isletme asamasinda problemlerle karsilasilabilecegi
belirtilmektedir. Bu nedenle s6z konusu fotokatalistlerin aerobik biyolojik aritma prosesi

iizerindeki davranisini anlamak olduk¢a 6nemli olup; bu ¢alismada yeni nesil bir nanopartikiil olan
i



NFC-doplu TiO: toz fotokatalistinin, karbon kaynag: olarak evsel ve ¢cogu endiistriyel atiksu ile
benzer KOI fraksiyonlarini iceren pepton karigimli sentetik bir atiksu ve gercek evsel atiksuyun
aerobik biyodegradasyonu {izerine etkisi, respirometrik olarak tespit edilmistir. Bu amacla
fotokataliste maruz birakilmis ve birakilmamig aktif camurun oksijen tiiketim hizindaki degisim
respirometrik teknikler kullanilarak akut ve kronik seviyede hem sentetik hem de gergek atiksular
(evsel) i¢in deneysel olarak tespit edilirken, bu siire¢te ayni zamanda aktif camurun
performansindaki degisimi ortaya koymak icin yeni nesil dizileme c¢aligmasi ile tiir analizi
yapilarak akut ve kronik maruziyet sonrasi nasil bir degisim gerceklestigi ortaya konulmustur.
Buradaki amag; nanopartikiiler yapidaki fotokataliste maruz birakilmis ve birakilmamis aktif
camur popiilasyonunun (peptona ve gercek evsel atiksuya aklime edilmis), aerobik ortamda
sentetik ve gergek atiksular i¢in davranigini respirometrik tekniklerle tanimlamak, karsilastirmak
ve gercek evsel atiksu aritma tesisi verimi tizerindeki etkisini degerlendirmektir. Boylece, 6zellikle
evsel atiksularda antibiyotik kalintilar gibi biyodegredasyonu zor olan organik maddelerin
gideriminde yaygin olarak kullanilan nanopartikiillerin, geleneksel aktif ¢amur sistemlerindeki
davranisi sentetik atiksularla karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Analiz sonuglarina gore,
gergek evsel atiksu ile beslenen aktif camur, icerdigi mikrokirleticiler nedeniyle pepton ile beslenen
aktif camura gore TiO> nanopartikiiliinden daha fazla etkilenmistir. Tiir analizi acisindan
degerlendirildiginde, ger¢ek atiksudaki mikrokirleticilerin varligi, aktif camurda bulunmas: tercih
edilmeyen flamentli bakterilerin, kontrol 6rneginde dahi ortamda bulunmasina sebep olmuslardir.
Her iki reaktdrde de akut maruziyet sonrast KOI giderim verimi, oksijen tiiketim hiz1 ve faydali
tiirler inhibe olmustur. 30 giinliik kronik maruziyet sonrasi, her iki reaktorde de flamentli bakteriler
baskin hale gelmistir. Evsel atiksu reaktdrii, pepton reaktdriine gore KOI giderim verimi ve oksijen
tiiketim hizi agisindan daha fazla inhibe olmustur. Evsel atiksu reaktdriinde KOI giderimi
neredeyse ortadan kalkmis, pepton reaktoriinde ise %60 civarinda kalmistir. Yenilenebilirlik
deneylerine gore, pepton reaktorii aktif camurunda flamentli bakteri varligi azalmistir ve aktif
camurda olmasi istenilen bakteri cinslerinde artis gézlemlenmistir. Pepton reaktdriinde oksijen
tiikketim hizindaki inhibisyon devam etmis, ancak KOI giderim verimi %19 civarinda iyilesmistir.
Evsel atiksu reaktoriinde ise ne KOI giderim veriminde ne de oksijen tiikketim hizindaki
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inhibisyonda diizelme gézlemlenmistir. Tiir analizine gore evsel atiksu reaktorii aktif camurunun
kendisini az da olsa toparlayabildigi ama flamentli bakterilerin ortamda hala baskin olmasi
sebebiyle mikroorganizmalarin organik maddeye ulasamayarak tiiketemedikleri yorumu

yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Fotokatalitik Ileri Aritim, Fotokatalist, Evsel atiksu, NFC-doplu TiO2,
Oksijen Tiiketim Hizi, Respirometri, Yeni Nesil Dizileme, Mikrobiyal Tiir.

2019, 131 sayfa
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EVALUATION OF THE PERFORMANCE OF MICROBIAL COMMUNITY INDUCED BY
NFC-DOPED TiO> NANOPARTICLES ON AEROBIC BIODEGRADATION OF SEWAGE
WASTEWATER AND ITS' RECOVERABILITY

Gokee MERDAN
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Department of Environmental Sciences and Environmental Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giinay YILDIZ TORE

During the recent years, the advanced treatment processes are developed after the
determination of pollutants which are resistant to biodegradation in the domestic and industrial
wastewater. In this context, heterogeneous photocatalytic advanced oxidation processes are among
the most important techniques in which intensive studies have been carried out in recent years.
Titanium dioxide (TiO3), which has heterogeneous semiconductor property, is widely used for
decomposition of various organic pollutants because of its high active optical properties, chemical
stability and non- toxicity. However, due to its ability to absorb 3%-5% of sunlight, it is very
common in the literature that TiO2 is doped with the appropriate transition metals or other elements
to increase its oxidation power. But, in these studies, it is stated that these doped photocatalysts
with nanoparticular structure having specific surface area and high catalytic properties can cause a
shock effect on activated sludge systems which are preferred especially as the next treatment stage
and problems may be encountered on their biodegradation during operation phase. Therefore, it is
very important to understand the behavior of the photocatalysts on the aerobic biological treatment
process, and the effect of NFC-doped TiO», a new generation nanoparticle, on aerobic

biodegradation of real domestic wastewater and a peptone mixture synthetic wastewater having
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similar COD fractions with domestic and most industrial wastewater was determined in this study.
For this purpose, the change in oxygen consumption rate of activated and photocatalyst fed
activated sludge is determined experimentally for both synthetic and real wastewater (domestic) at
acute and chronic levels by using respirometric techniques also species analysis was performed to
determine the change after acute and chronic exposure. The aim of this study is determination of
the behavior of activated sludge population which is exposed and unexposed to photocatalyst
(acclimated to peptone and real domestic wastewater) for synthetic and real wastewater at aerobic
condition by respirometric techniques and evaluation of the effect on real domestic wastewater
treatment plant efficiency. Thus, the behavior of nanoparticles in conventional activated sludge
systems, especially which are widely used in the removal of organic materials that are difficult to
biodegradate, such as antibiotic residues in domestic wastewaters, have been evaluated
comparatively with the synthetic wastewater. According to the results of the analysis, activated
sludge which was fed with real domestic wastewater, was affected more by TiO> nanoparticle than
the activated sludge which was fed with peptone due to the micro-pollutants in the real domestic
wastewater. When evaluated in terms of species analysis, the presence of micro-pollutants in the
real domestic wastewater caused the presence of filamentous bacteria, which are not preferred,
even in the control sample. In both reactors, COD removal efficiency, oxygen consumption rate
and beneficial species were inhibited after acute exposure. After 30 days of chronic exposure,
filamentous bacteria became dominant in both reactors. The domestic wastewater reactor was more
inhibited in terms of COD removal efficiency and oxygen consumption rate than the peptone
reactor. The COD removal in the domestic wastewater reactor was virtually eliminated, while it
remained around 60% in the peptone reactor. According to the recoverability experiments, the
presence of filamentous bacteria in the activated sludge of peptone reactor decreased and an
increase was observed in the types of bacteria which are beneficial for the biodegradation.
Inhibition of oxygen consumption rate continued in the pepton reactor, but COD removal efficiency
recovered by around 19%. In the domestic wastewater reactor, neither COD removal efficiency nor
oxygen consumption rate were recovered. According to the species analysis, it was commented
that the activated sludge of domestic wastewater reactor could recover itself to a small extent but
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microorganisms could not reach and consume organic matter due to the fact that filamentous

bacteria were still dominant in the environment.

Keywords: Photocatalytic Advanced Treatment, Photocatalyst, Domestic Wastewater, NFC-
doped TiO2, Oxygen Consumption Rate, Respirometry, Next-Generation

Sequencing, Microbial Species.

2019, 131 pages
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1. GIRiS

Cevresel ortam ve sucul ortamda mikrokirleticilerin varligi ve bu ortamlarda yasayan
canlilara olumsuz etkilerinin goriilmesi, son yillarda hem konvansiyonel aktif ¢amur sistemlerinin
performansi hem de ¢evre sagligl acisindan endise verici bir hal almaktadir. Cok cesitli ve farkl
yapidaki mikrokirleticiler hem tiretim esnasinda hem de kullanildiktan sonra dogaya dolayisi ile
aritma tesislerine giris yapmaktadirlar. Bu mikrokirleticiler mevcut konvansiyonel aktif camur
sistemlerinde giderilemedigi gibi aktif ¢gamuru inhibe ederek performanslarmni da olumsuz yonde
etkilemektedirler. Bu mikrokirleticilerden 6zellikle antibiyotikler, bakterilere dogrudan etki etme
amacli olarak iiretilip kullanildiklarindan aritma performansi aktif ¢amur yani biyolojik aritma ile
dogrudan iliskili olan konvansiyonel aktif camur aritma tesislerini inhibe etmektedirler. Bu amacla
arastirmacilar son yillarda konvansiyonel aktif ¢amur aritma tesisi dncesi, sonrast veya bu sisteme
entegre olarak ileri bir aritma prosesini degerlendirme iizerine ¢alismalar yapmaktadirlar. leri
aritma prosesleri icerisinde ise arastirmacilar ayni zamanda suyun geri kazanimi amaci ile de
fotokatalitik ileri oksidasyon prosesleri iizerinde olduk¢a yogun calismalar yiirtitmektedirler.
Ancak; fotokatalitik ileri oksidasyon proseslerinde kullanilan fotokatalistler de konvansiyonel aktif
camur sistemlerini inhibe edebilmektedirler. Bu sebeplerden, antibiyotikler gibi 6zellikle biyolojik
ayrismaya direngli Kkirleticilerin giderimine yonelik iizerinde yogun calismalar yiiriitiilen
fotokatalitik heterojen ileri oksidasyon proseslerinin, evsel atiksularin yaygin olarak aritildigi
konvansiyonel biyolojik aritma sistemlerinin verimi {iizerindeki olumlu ve olumsuz etkilerini

birlikte degerlendirmek olduk¢a 6nemli bir konu haline gelmistir.

Bu kapsamda bu ¢alismada, son yillarda geleneksel evsel atiksu aritma tesislerine giris
yapan ve son zamanlarda genis bir kullanim alan1 bulan daha 6nce antibiyotik gideriminde basarili
oldugu tespit edilen NFC-doplu TiO> fotokatalistinin, ger¢ek evsel atiksularin aritildig aktif camur
sisteminin verimliligi iizerindeki etkisi karbon kaynagi olarak evsel ve ¢ogu endiistriyel atiksu ile
benzer KOI fraksiyonlarmi iceren pepton karisimli sentetik bir atiksu ile karsilastirilarak
tanimlanmistir.  Bu amagcla, laboratuvarda 6zel olarak hazirlanan NFC-doplu TiO> toz
fotokatalistinin, Tekirdag ili sinirlari icinde faaliyet gosteren ve antibiyotik igerigi yiiksek oldugu

bilinen Corlu Evsel Atiksu Aritma Tesisi ham atiksuyunun biyodegradasyonu iizerine etkisi



respirometrik olarak tespit edilmis, bunun yaninda DNA izolasyonu sonrasi yeni nesil dizileme

calismas1 mikrobiyal topluluk i¢cindeki degisim de karakterize edilmistir.

Boylece bu calisma, antibiyotik gideriminde kullanilan ve literatiirde aktif ¢amur
mikroorganizmalar1 iizerindeki etkisi daha once degerlendirilmemis olan NFC-doplu TiO:
fotokatalistlerin geleneksel aktif camur sistemlerinde aerobik biyodegradasyon iizerindeki etkisine
yonelik bilimsel veri iiretirken ayn1 zamanda mikrokirletici i¢eren gercek atiksular iizerinde NFC-
doplu TiO: fotokatalistleri ile yiiriitiilecek 6n aritma ¢alismalari veya direkt olarak aerobik aritmaya
ilave edildigi calismalarda, aktif camur sisteminin performansini ne sekilde etkiledigini anlamak

icin de yol gosterici nitelik tasiyacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji veya nanobilim, nanometre Olgegindeki maddelerin ozelliklerini ve

davraniglarini inceleyen bilimdir.

Nanopartikiiller onlarca veya yiizlerce atom veya molekiiliin meydana getirdigi ve ¢ok
degisik boyut ve morfolojide (sekilsizlik, kristallik, kiiresellik, igneli yap1 vb.) olabilmektedir. Baz1
nano partikiiller kuru toz veya siv1 ¢ozeltiler halinde piyasada ticari olarak bulunmaktadir. Ticari
nanopartikiiller, sivi ortamda veya akiskan formundaki organik maddeler ile nano partikiiller
birlestirilerek siispansiyon veya macun kivaminda olusturulmaktadir. Partikiillerden {iniform ve
kararli bir ¢ozelti olusturmak igin kimyasal katkilar (siirfaktanlar, c¢oziiciiler) eklenmesi
gerekebilmektedir. Daha ileri islem asamalar1 ile nano yapili tozlar ve ¢ozeltiler ham partikiil
maddelerin nanopartikiil yapisini koruyan veya korumayan kaplamalar, bilesikler veya aygitlar
iretilebilmektedir. Gilinlimiizde su ve atiksu aritiminda tespit edilen yeni nesil kirleticilerin
giderimi amaciyla ticari olarak kullanilan en 6nemli nanopartikiil maddeler titanyum dioksit
(T102), aliiminyum oksit (Al2O3), demir oksit (Fe3O4, Fe203) gibi metal oksitlerdir. Ancak karbon
siyah1 ve fullerenler gibi karbon nanopartikiilleri, kadmiyum tellurid (CdTe) ve galyum arsenit
(GaAs) gibi yar1 iletken bilesikler ve metal nano partikiiller (6zellikle Ag, Au gibi degerli metaller)
de onemli uygulama alanlar1 bulmaktadir (Luther, 2004). Ayrica makro molekiiler kimyada
molekiil boyutu birka¢ on nanometre olan molekiiller de nanoteknoloji olarak adlandirilmaktadir.
Tipta ilag tasiyict olarak kullanilabilecek olan fullerenler ve dendrimerler gibi bazi 6zel bilesikler

de nanoteknolojik iiriin kapsamina girmektedir (Luther, 2004).

Nanoteknolojinin; kozmetik, atiksu aritimi, elektronik gibi ¢esitli alanlarda ve katalizor
olarak yaygin bir kullanimi1 vardir. Bunlar; boya duyarli glines hiicreleri, hidrojen depolama, kati
oksit yakit hiicreleri icin gelismis anot ve katot materyalleri, termal kontrol yakitlari, gevresel
katalizorler, araclarin katalitik konvertorleri, minyatiir varistorler, yakit hiicresi katalizorleri,
bipolar plakalar1 i¢in yakat pillerinde iletken polimerler, siiper kapasitorler ve bataryalarda gelismis
elektrotlar, sudan hidrojen iiretiminde iiretim veriminin artirilmasi, gaz, sivi teknolojilerinde

katalizorler, komiir gazlastirma teknolojileri, biyodizel ve diger sentetik yakitlar, hedefe ilag



gonderme, alternatif ila¢ ve as1 gonderme mekanizmalari, kemik gelisim destekleyicileri, kanser
tedavisi, yaralar i¢in canliya uyum saglayan kaplamalar, giines kremleri, kozmetikler,
biyoetiketleme ve tespit etme, ilag tasiyicilar ve diisiik suda ¢oziintirliik, fungusitler, MRI kontrast
ajanlar1, yeni dis bilesikleri, biyolojik bag ajanlari, antiviral, antibakteriyel, antispor, kimyasal
olmayan kremler ve tozlar, kesme uglari, bujiler (nanoboyutlu metal ve seramik tozlar), kimyasal
sensorler, molekiiler elekler, asinmaya dayanikli kaplamalar, nanokil destekli polimer bilesikler,
yaglar ve sizdirmaz/hidrolik katkilari, pigmentler, kendi kendini temizleyen camlar, polimerler ve
bilesiklerin yapisal ve fiziksel iyilestirmesi, miirekkepler, alev geciktirici polimer formiilasyonlari,
araba lastigi gibi kauguk bilesikleri, fotograf filmlerinde dagilmay1 6nleyici tabakalar, sahte bask1
onleme aygitlari, bariyer ambalaj kullanan silikatlar, beyaz esyalar, camlar i¢in parlamayan,
bugulanmayan kaplamalar, spor esyalari, su ve leke tutmayan tekstil iirtinleri, piroteknikler ve
patlayicilar, boya katki malzemeleri, fayans kaplamalar, su aritimi, yansima onleyici kaplamalar,
saglikli esyalar, toprak 1slahi, herbisit ve pestisitlerin kontrollii dagilimi, kirlenmeyen kaplar, daha
fazla veri depolayabilmek i¢in nanoboyutlu manyetik pargalar, EMI kalkan1 kullanan iletken ve
manyetik malzemeler, elektronik devreler, alan emisyon cihazlar da dahil olmak {izere goriintii
teknolojileri, ferro sivilar, anahtarlar gibi optoelektronik cihazlar, iletken kaplama ve kumaslar,
kimyasal mekanik planarizasyon, fiber optikler, boya ve birlestirme malzemeleridir (Willems ve

Willenberg, 2005).

Nanopartikiillerin genis kullanimi1 kacinilmaz olarak, biiyilk oranda nanopartikiiler
maddenin ¢evreye verilmesine sebep olmaktadir. Her gecen giin artan ¢esitleri ve kullanim alanlari
nedeniyle nanopartikiillerin ¢evrede bulunma olasiliklar1 giderek artmakta ve ekosistem iizerindeki
etkileri de endise verici bir hal almaktadir. Nanopartikiillerin tiretimi, kullanimi ve ¢ok iyi
aritilmadan su veya toprak gibi alic1 ortamlara verilmesi nanopartikiillerin dogaya karigmasina

neden olmaktadir.
2.1.1. TiO2 nanopartikiilleri

Titanyum, kimyasal sembolii “Ti”, atom numaras1 22 olan ve periyodik cetvelin IVB
grubunda yer alan kimyasal bir elementtir. Goriiniis olarak grimsi beyaz, giiclii, parlak, korozyona
kars1 direngli bir gecis metalidir. Titanyum demir, aliiminyum, vanadyum, molibden gibi

elementler ile alagim yapabilir. Titanyum (Ti) atomunun adi Yunan Mitolojisinde giiclii olarak
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kabul edilen Yunan tanrilar1 “Titan”lardan gelir. 1791 yilinda W. Gregor tarafindan kesfedilen
Titan, 1831°de rutilden Liebig tarafindan elde edilmistir. Ozgiil agirhig 4,5 gr/cm3, yiiksek erime
ve kaynama noktasina sahip olan Titan, Ozellikleri bakimindan silisyuma benzeyen ve oda

sicakliginda siki dizilmis hekzagonal kafes yapisina sahip olan bir metaldir (Anonim-3, 2017).

Diinya kabugunda bol miktarda olan Ti, dogada rutil formda ve ilmenit (FeTiOs3) mineralleri
biciminde bulunur. FeTiO; formu plaj kumlarinda, kayalarda; daha az bulunan kirmizi, kahverengi
ve sar1 tetragonal kristaller yapisinda olan rutil formu ise, daha c¢ok Avustralya’daki plaj

kumlarinda mevcuttur (Anonim-3, 2017).

Ti, Titan-4-kloriir’tin TiCls’e doniistiiriiliip magnezyumla indirgenmesi ile, TiCly ise filiz
ve karbon karistminin kizil derecede klorlanmasi ile elde edilir. Aktif bir metal olan Ti ve
alasimlari, mukavemetleri yliksek, hafif, korozyona ve 1siya dayaniklidir ve pahali olmasina
ragmen uzay sanayinde kullanilir. Beyaz bir pigment olarak kalicilik ve kapaticilik 6zelligine sahip
olan Titanyum Dioksit (TiO2) formu, boyalarin yapisina katilir, silgi, kagit ve benzeri maddelerin
yapiminda kullanilir. Gida, miirekkep, sentetik elyaf, boya, ilag, seramik, plastik, kaplama ve
kozmetik endiistrisinde opaklik ve beyazlik saglayici, koyulastiric1 ve gilinesten koruyucu olarak
yaygin kullanim alanlari vardir. Safir ve yakut kristallerinin yildiz sekilleri, igeriklerindeki TiO2-ten

ileri gelmektedir (Anonim-3, 2017).

Dogal olarak meydana gelen, titanyumun oksit formu olan titanyum dioksit (TiO>); titania
olarak da bilinmekte, dogada saf olarak bulunmamakta ve demir titanyum dioksit (Fe3TiO3)
cevherlerinden iiretilmektedir. Beyaz toz formunda bulunan titanyum dioksit; iiriiniin teknolojik
ozelliklerini gelistirmek icin kiiglik miktarlarda aliminyum ve/veya silika ile kaplanabilen saf
titanyum dioksit igerebilmektedir. Is1 ve 151k stabilitesi yiliksek olan titanyum dioksit; su ve organik
coziiciilerde ¢coziinmemekte, hidroflorik asit ve sicak derisik siilfiirik asit ¢ozeltisinde ise yavas
coziinmektedir. En yaygin kullanilan beyaz pigment olan TiO2 ¢ok beyaz olup, ¢ok yiiksek bir
refraktif indekse (n=2,4) sahiptir. Sahip oldugu yiiksek refraktif indeks ve parlak beyazliktan
dolayi, pigmentler icin etkili bir opaklastirici olmaktadir. TiO2’in 6nemli bir diger avantaji da; UV
151k altinda renginin solmamasidir. TiO», foto-voltaik zarlar i¢in bir fotosensitizer olarak rol
oynamakta ve foto elektrolizlerde bir elektrot kaplayici olarak kullanildiginda, suyun hidrojen ve

oksijene elektrolitik ayrilmasinin etkililigini artirmaktadir (Anonim-3, 2017).
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UV 151k altinda fotokatalizor olarak davranabilen TiO2’in anataz formu, pozitif band aralig
ile giliclii yiikseltgeyici potansiyele sahiptir. Suyu oksitleyerek hidroksil radikalini olusturur ve
direkt olarak organik maddeyi oksitleyebilir.

TiO2’in Anataz formunun kristal yapisi tetragonaldir (Sekil 2.1). Anataz formu, rutil
formuyla karsilastirildiginda, kristallerinin dikey ekseni rutilden daha uzundur ve fiziksel
ozellikleri bakimindan ¢ok sert ve yogun bir yapiya sahip degildir. TiO2’in anataz formu optik
olarak negatif olup, rutil formu optik olarak pozitiftir ve fotokatalitik etkinligi yiiksektir (Anonim-
3,2017).

Sekil 2.1. TiO2’in anataz formunun kristal yapisi (Anonim-3, 2017)

Ancak, milkemmel fotokatalitik kabiliyete sahip olan, toksik olmayan, uzun siire stabil
kalabilen ve ucuz temin edilebilen TiO,, sadece UV 15181n1 absorblayabilmektedir. Band araliginin
3,2 eV’lardan daha diisiik seviyelere diistiriilerek gilines 1518inda fotokatalitik reaksiyona girebilme
kabiliyetinin kazandirilmasiyla IOP (Ileri Oksidasyon Prosesleri)’nin daha ekonomik ve efektif
olarak gerceklestirilebilmesi icin TiO:'in uygun gecis metalleri ile yada baska elementler
yardimiyla doplanmasi, son yillarda oldukg¢a tercih edilen bir yontemdir. TiO2’in spektral
performansini arttirmak ve goriinlir 15181 daha efektif olarak absorblayarak oksidasyon giiciinii

kuvvetlendirmek icin literatiirde ¢esitli doplama yontemleri uygulanmistir. Bu yontemler i¢inde,



evsel atiksu aritiminda biyolojik olarak parcalanamayan antibiyotik kalintilarinin ii¢iinciil aritma
kademesinde gideriminde NFC-doplu TiO, fotokatalistinin efektif oldugu bilimsel olarak da ortaya

konulmustur.

Yeni nesil kirleticiler olarak ele alinan ayrigmaya direngli kirleticiler, geleneksel aktif
camur sistemlerinde giderilemedikleri gibi bu sistemleri inhibe etmektedirler. Bu nedenle,
antibiyotik giderimi i¢in son yillarda yapilan arastirmalar fotokatalitik aritim proseslerine
odaklanmis ve bu prosese en uygun yari iletkenin de TiO2 oldugu belirlenmistir. TiO», heterojen
ileri oksidasyon proseslerinin inatg1, foto-stabil organik kirleticilerin atiksulardan giderilmesinde
en yaygin olarak kullanilan fotokatalistidir. Bu yonde literatiirde yapilan ¢aligmalar, son yillarda
evsel atiksularin aritilmasinda 6zellikle inatci1 giderilemeyen maddelerin 6n aritiminda heterojen
fotokatalist olarak TiO; esasl1 ileri oksidasyon proseslerinin oldukca yaygin olarak kullanildigini

ortaya koymaktadir.
2.2. Yeni Nesil Sekanslama ve Metagenomik

Mikrobiyal topluluklar belli bir yer ve zamanda bulunan mikroorganizma gruplarini
tanimlar. Mikrobiyal ¢esitliligin ¢ok fazla oldugu ve bu topluluklardaki mikroorganizmalarin
biiyliik ¢gogunlugunun (yaklasik %99) kolaylikla kiiltiirlenemedigi ve bu nedenle de geleneksel
yontemlerle belirlenemedigi kabul edilmektedir (Streit vd., 2004). Son birka¢ on yil boyunca
kiiltiirden bagimsiz yontemler, ornegin dentatiire edici jel elektroforezi, kantitatif gercek zamanl
PCR, terminal restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi gibi yontemler kullanilarak tek tek
organizmalar ve ¢evresel topluluklar lizerine ¢alismalar yapilmistir ancak bu teknikler mesakkatli
olmakla beraber karmasik mikroorganizma topluluklari hakkinda yeterli bilgi verememektedir
(Escobar-Zepeda vd., 2015). Bir kova deniz suyu ya da bagirsaktaki bakteri topluluklar1 gibi
oldukca c¢ok sayida ve bilinmeyen mikroorganizma igeren 6rnekleri incelemek icin bu toplulukta
bulunan tiim genomlar: inceleme yaklagimina metagenomik denmektedir. Metagenomigin son
yillarda mikrobiyal ekoloji icin en Onemli arastirma alanlarindan biri oldugu goriilmiistiir.
Gliniimiizde metagenomik calismalarmin  kaynagi yeni nesil sekanslama yontemidir.
Metagenomda yer alana her seyi hizlica sekanslayarak mikrobiyal topluluklarin fonksiyonel
durumu ve kapsamli bir profili elde edilebilir. Su ve toprak gibi ¢evresel orneklerdeki bakterileri

tek tek laboratuvarda kiiltiirleyerek ¢alismaktansa bu 6rneklerden elde edilen total DNA iizerinde
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calisarak icindeki mikroorganizma topluluklar1 gliniimiizde metagenomik yaklagimlarla hizlica
elde edilebilmektedir. Ancak tek bir genomdan elde edilen veri ile kiyaslandiginda metagenomik

verisi ¢ok daha karmasiktir.

Yeni nesil sekanslama teknolojilerinin {irettikleri veri bakimindan diisiik maliyetli olduklar1
sOylenebilir. Glinlimiizde en yiiksek elde ve en diisiik fiyat ile Illumina teknolojileri metagenomik
calismalarda en popiiler teknolojilerden biri durumuna gelmistir. Illumina kimyasinin temeli

floresan etiketli niikleotid senteziyle tersinir-sonlandirma sekanslamasidir (Sekil 2.2).

Yontemin ilk asamasinda c¢evresel orneklerden total DNA izole edilmesi gerekmektedir.
DNA izolasyonu i¢in piyasada toprak, su ve disk1 drnekleri gibi farkli 6rneklerden DNA izolasyonu
i¢in i¢in optimize edilmis bir ¢ok kit bulunmaktadir. Calismanin amacina ve ¢evresel 6rneklerin
dogasma uygun olan kit secilerek DNA izolasyonu yapilmaktadir. Izolasyon sonunda DNA
konsantrasyonu manuel yontemler kullanilarak da denenebilir, ancak bu yontem hem uzun
stirmektedir, hem bir ¢ok kimyasal ve malzeme ihtiyac1 dogurmaktadir. Ayrica elde edilen
DNA’larin saflig1 kit ile izole edilenlerden genellikle daha kdtii olmaktadir. Bu nedenle kitler daha
cok tercih edilmektedir. Elde edilen DNA’lar ile daha sonra bir kiitiiphane olusturulmaktadir. Bu
asamada DNA’lar enzimatik olarak rastegele fragmente edilirken 5’ ya da 3’ uclarina sekans
adaptorlerinin eklenmesiyle etiketlenmektedir. Bir sonraki asamada kiimelerin olusumu ig¢in
kiitiiphaneyi olustiran fragmanlar bir yiizeye tutturulmus kiitiiphane adaptorlerini tamamlayici
oligolarin oldugu bir akis hiicresine yiiklenirler. Daha sonra her fragman koprii amplifikasyonu ile

ayr1 ayr1 klon kiimeleri olusturacak sekilde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmaktadir.

izole edilen DNA’larin konsantrasyonlari puDrop™ Plate (Thermo Scientific) ile
belirlenmistir. Bunun i¢in 2ul. DNA 0Ornegi seyreltilmeden kullanilmistir. Niikleik asitlerin
maksimum absorbans degeri 260 nm oldugu i¢in DNA’lar spektrofotometrik olarak 260 nm’de

Ol¢iilmiis ve konsantrasyonlari Lambert-Beer Kanununa gore belirlenmektedir:
DNA konsantrasyonu (pg/ml) = Abs260 x 50 pg/ml x (10 mm/0.5 mm) 2.1)

uDrop™ Plate’in optic 151k yolu 0.5 mm, ve ¢ift zincirli DNA’nin ortalama ekstinksiyon
katsayis1 0.020 (pug/ml)-1 cm-1°dir, yani 260 nm’de 1.0 absorbansta 50 pg/ml DNA vardir. Bunun

yaninda proteinlerin varlig1 280 nm’de belirlenir ve niikleik asit 6rneklerinde 260/280 oran1 izole



edilen niikleik asitlerin safligin1 gosterir. Bu degerin 1.8-2.0 arasinda olmasi izole edilen niikleik

asitlerde protein kontaminasyonu olmadigini1 gosterir (Scientific, T.F., 2011).

Kiimelerin olusumu tamamlandiginda sekanslamaya gegilir. Tersinir-sonlandirma
sekanslamasi ile her bir yeni niikleotid eklenince floresan molekiilii lazer ile uyarilir ve olusan
sinyal cihaz tarafindan kaydedilir. Sonrasinda floresan molekiilii ayrilir ve yeni niikleotid eklenir.
Tim bu islemlerin yapildigi cihazda bir veri raporu ¢ikarilir daha sonra veri analizi agamasinda

ileri analizlerle verinin biyolojik i¢erigi yorumlanir (Illumina: MiSeqTM System, 2011).

Bu yontem c¢iktilar1 yeni nesil sekanslama teknolojileri arasinda en yiiksek olanidir ve bu
nedenle de yiizlerce 6rnegin ¢ogullanmasi i¢in kullanilabilir. DNA fragmanlarn tek yonlii ya da ¢ift
yonlii olarak sekanslanabilir ve her okumada en fazla 300 baz ¢ifti okunabilir (Bennett, 2014).
[Mlumina teknolojisi ile ¢asilan cihazlarin arasinda da MiSeq miimkiin olan en yiiksek okuma

uzunlugunu vermektedir (Glenn, 2016).

Metagenomik calismalar, insan mikrobiyotasinin belirlenmesinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bunun yaninda, toprak, su 6rnekleri, aktif gamur, agiz veya diski gibi mikrobiyal
cesitliligin ¢ok oldugu drneklerde de siklikla kullanilmaktadir. Illumina MiSeq yontemi ile ¢evre
alaninda yapilmis bir ¢ok ¢alisma mevcuttur. Yakin zamanli bir ¢calismada atiksu aritma tesisinin
aktif camurunun bakteri toplulugunda antibiyotik direng¢ genleri incelenmistir (Zhang vd., 2019).
Bagka bir ¢alismada katyonik polyakrilamitin aktif camur bakterilerinin ¢esitliligi tizerine etkileri
yine ayn1 yontemle incelenmistir (Liu vd., 2019). Pekin’de bulunan belediyeye ait atiksu aritma
tesisinin i¢ ve dis ortamdaki boliimlerinden aliman Orneklerde hava yoluyla hastalik yapan
bakteriler yine bu yontemle belirlenmistir (Xu vd., 2018). Bu ve benzer 6rneklerde oldugu gibi
cevresel mikrobiyal topluluklarinin iiyelerini belirlemede DNAlardaki spesifik bolgeler,
taksonomik bilgi veren primer hedefleri ile ¢cogaltilir. Bakteri ve arkealar i¢in bu hedef 16s rRNA
genleridir ve bu genler bu organizmalar i¢in spesifik marker genlerdir. 16s rRNA ribozomon
integral bir pargasi olarak sabit bir hizda evrilir ve bu nedenle filogenetik bir saat gibi davranir;
yiiksek oranda korunmus bolgeleri oldugu gibi V1°den V9’a adlandirilan hiperdegisken bolgeleri
de vardir. Bu bolgeler hem evrensel primerler kullanilarak amplifikasyonda hem de organizmalari

birbirinden ayirt etmede kullanilir (Janda vd., 2007).



A: KitGphane Hazirlama

Genomik DNA
. Parcalama
Adaptorler = =
Birlestirme
Sekanslama e i e

kiitliphanesj =

Birgenomik DMNA'nin parcalanmasiyla ve her bir
fragmanin iki ucuna da adaptbrieirn
kaglanmasiyla yeni nesil sekanslama
kitdphanesi clusturulur.

C: Sekanslama

i

Sekanslama canglleri ( )

Dijital goriinti

Veri bir pkis dosyasina dénistorilir.

i s TG

Metin dosyas

i 4 A

Faonssan fis etioetierenis pliceotidier danil ol dpens seiaraisms
Detirbacian midanir vie ik Daz birlertinilie. Alos Frionesi pArdtllenir ve her bir
ioimedian meien emisyon krydeditic, Emisyon delgstoyy ve poEuriaia
ke Bar belirkmeic ion kultsraler. Bu o0red 7 Dz telrariarer ve
P MPORErCle OluTe lbangir.

B: Kiimelerin Olusturulmas

Alas hiicresi
Kopri

amplifikasyon ( )

dongileri

Kiimeler

Kutuphane bir akis hucresine yiklenir ve fragmanlar akis
hiicresi yizeyine hibridize olur. Baglanan her fragman
klon kimesi olusturacak sekilde kopru amplifikasyonu ile
amplifiye edilir [cogaltilir).

D: Hizalama ve Veri Analizi

Ckumalar

Referans
Genom

Biyoenformatik yazilimlarla okumalar
referans bir dizi ile hizalamir. Hizalamadan
sonra referans genom ile yeni sekanslanan
okumalar arasindaki farklar belirlenehbilir.

Sekil 2.2. Illumina yeni nesil sekanslama asamalari: a-) Kiitiiphane olusturma, b-) Kiimelerin
olusturulmasi, c-) Sekanslama, d-) Hizalama ve veri analizi (Illumina, 2011)

Yeni nesil sekanslama verisi elde edilince ilk yapilmasi gereken ham verinin 6n islemden

gecirilmesidir. Buna kalite kontrol de denir. Bu asamada diisiik kalitedeki ve hata igerebilecek
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okumalar, sekans adaptorii, amplifikasyon primerleri bilgileri veriden uzaklastirilir. Hatasiz
okumalar elde edilince 3 adimdan olusan asil analize gegilir. [lk adimda operasyonel taksonomik
uniteler (OTU) kiimelenir. ikinci adaimda taksonomik klasifikasyon yapilir ve son adimda
istatisitksel degerlendirmeler ile tiir zenginligi ve tiir farklilig1 analizine gecilir. Her bir adim igin
geligtirilen bir ¢cok yazilim mevcuttur ve uygun olanlar segilerek kullanilir (Escobar-Zepeda vd.,
2015, Jinemann vd., 2017). QIIME yazilimi ham veriden mikrobiyom analizi yapmak ig¢in
kullanilabilir. Bunun disinda Mothur yazilimi, ve SILVAngs yazilimi da siklikla kullanilan
yazilimlardandir (Caporaso vd., 2010, Pruesse vd., 2017).

Tir zenginligi, belli bir bolgedeki tiir sayisim gosterir. Metagenom verisine
uygulanabilecek diger bir kavram da Simpson tarafindan ortaya konan tiir esitligi kavrami
(evenness) ya da ayrimsal zenginlik (differential abundance) kavramlaridir. Tiir esitligi kavrami
bazi tiirlerin daha az dominant oldugu ya da birgok tiiriin daha az rastlanan tiirler oldugu
topluluklardaki esitsiz temsilini 6lgmeye ¢alisir. Topluluktan ratgele secilen iki bagimsiz bireyi
ayni tiir i¢cine koyma olasiligina dayanan Simpson (D) endeksi (Simpson, 1949) ya da 6rnekteki tiir
sayisinin artmasina bagli olarak entropi 6l¢iilmesine dayanan Shannon-Weaver H’ (Shannon,

1948) endeksi tiir zenginligini tahmin etmede kullanilabilir.

Bu tiir analizlerle birlikte DNA’nin izole edildigi 6rnegin o anki durumu ve icerdigi
mikrobiyal topluluklarin durumu belirlenebilir. Bu konu gelismeye c¢ok agik olmakla beraber

analizler i¢in giin gectikce yeni biyoenformatik yazilimlar gelistirilmektedir.
2.3. Biyolojik Aritma Sistemlerinde Aktif Camur Inhibisyonu

Aktif camur biyokiitlesi, dengede, sistemi belirli sinirlar i¢inde ¢alistirmak ic¢in esneklik
saglayan heterojen karmasik bir topluluktur. Ancak, biyolojik olarak ayrigsmasi giic ve inhibitor
ozellikli bilesikler, bu sistemi negatif yonde etkilerler ve aritma veriminin diismesine ve hatta

sistemin ¢okmesine neden olurlar (Gutiérrez vd., 2002).

Tespit edilen bu bilesiklerin inhibisyon etkisini tanimlamak i¢in, kisa donem (akut) ve uzun
donem (kronik) testler olmak tizere 2 farkli deneysel yaklasim yaygin olarak kullanilmaktadir. Kisa
donem deneylerde, se¢ilen inhibitor bilesige daha 6nce maruz kalmamis biyokiitle, substrat tiiketim

hiz1, oksijen tiiketim/solunum hizi, mikrobiyal biiyiime hizi, enzimatik aktivite, bakteriyel 151ma,
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metabolik 1s1 liretimi ve biyogaz iiretim hiz1 gibi inhibisyon etkilerini 6l¢mek i¢in indikatdr olarak
kullanilir. Akut testler, noktasal kaynaklardan zaman zaman gelen inhibitor pulslarina biyokiitlenin
cevabini degerlendirmek i¢in bir temel olusturmaktadir. Kronik etki daha dnce se¢ili bilesige maruz
kalmis (aklime olmus) mikrobiyal topluluga etki eden inhibisyon tiiriinii ifade etmektedir. Kronik
testler, siirekli inhibit6r bilesige maruz barindiran atik sulardan substrat uzaklastirilmasina yonelik
sistemlerdeki olumsuz etkilerin degerlendirilmesini saglamaktadir. Bu nedenle, iki testin sonuglari

hedeflenen etkinin daha iy1 gorsellestirilmesi i¢in birbirlerini tamamlamaktadir.

Inhibitériin yarattigi rekabetli ve rekabetsiz inhibisyon birbirinden farklidir. Rekabetli
inhibisyonda inhibitdr enzimin aktif bolgesine substratla yarisarak baglanmaktadir. Inhibitor
molekiiliiniin yapis1 substratinkine benzediginden dolayr enzim ile inhibitér kolaylikla
baglanmakta ancak {iriin olusamamaktadir. Bu tip inhibitorler, enzime asil substratin baglanmasini
engelleyen maddelerdir. Ortamda substrat molekiillerinin arttirilmasiyla enzimin inhibitére olan
ilgisi azalmakta ve inhibisyon ortadan kalkmaktadir. Rekabetsiz inhibisyonda ise, substratla
yapisal benzerligi olmayan inhibitdr, substratla ayn1 bolgeye baglanmamaktadir. Inhibitér, enzim
substrat kompleksine baglanarak substratin mikroorganizmalar tarafindan kullanilmasina engel

olmaktadir. Substrat konsantrasyonu arttirilarak inhibisyon ortadan kaldirilamamaktadir.

Aerobik mikroorganizmalar i¢in en iyi bilinen inhibisyon testleri respirometrik yaklagimi
esas almaktadir (Ricco vd., 2004). Respirometrik test, aktif ¢gamur mikroorganizmalar1 iizerinde
secilen bilesiklerin inhibitor etkisi ve/veya toksik seviyesinin degerlendirilmesi i¢in kabul gormiis
efektif bir metottur. Organizmalar i¢cin OTH, proseste tiiketilen oksijen hizin1 géstermektedir.
Respirometre cihazi, inhibisyonun direk olarak ilgili oldugu substrat kullanimi1 ve biyokiitle tiretimi
ile ilgili olan OTH parametresi ol¢limiine olanak tanimaktadir. OTH, kimyasal oksijen ihtiyact
(KOI) fraksiyonlarmi1 ve 6nemli biyokimyasal reaksiyonlarm stokiyometri ve kinetiklerini

degerlendirmek i¢in yorumlanabilmektedir.

Diger yandan, giintimiizde aktif camur sistemlerinde toksisite ve inhibisyon konusunda pek
cok arastirma yapilmaktadir. Bu arastirmalar inhibisyonun numerik olarak birbirleriyle
kiyaslanabilir sekilde belirlenebilmesi icin gelistirilen yontemlerdir. Pratikte en ¢ok uygulanan
yontemler sayisal limitleri belirlemek {izere yiiriitilen deneysel calismalara ve gozlemlere

dayanmaktadir (Lewandowski vd., 1985; Stasinakis vd., 2002). Bu tiir yontemler kalite kriterlerini
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olustururken olduk¢a yararli olmakla birlikte, genellikle aktif camur sistemlerinin igletildigi
kosullardan c¢ok farkli sartlar altinda yiiriitiildigliinden yanlizca ham gostergeler olarak
kullanilabilmektedir. Bu bakimdan, inhibisyonun fiziksel ve matematiksel olarak, basit
parametreler kullanilarak, aktif ¢amur sistemlerinin proses hizlar1 ve kiitle dengesi ifadelerine
dayal1 olarak tanimlanmasi gerekmektedir. Bu sekilde inhibisyon etkisi giiniimiizde kullanilan aktif
camur modellerine (Aktif Camur Modeli 1, ASM1 ve Aktif Camur Modeli 3, ASM3), kinetik ve
stokiyometrik katsayilar kullanilarak dahil edilebilmektedir. Modeldeki sabitler (WHmax, Ks, bH,
YH, kh, Kx, fES and fEX), atiksudan organik karbon gideriminde aktif camurun davranigininin
modellenmesi ve degerlendirilmesi i¢in en uygun degerlere sahip olmak zorundadir. YH ve bH
katsayilar1 respirometrik dl¢limlerden elde edilen OTH degerleri ile tanimlanirken, Ks, Kh ve K
gibi sabitler ise sadece deneysel olarak bulunan OTH profillerinin egriye uydurulmasiyla
hesaplanabilmektedir. Bunun yaninda, biiylime prosesine iligskin sabitler (uWHmax, Ks) biyolojik
olarak ayrisabilen KOI ile direkt iliskilendirilerek tanimlanmasina ragmen, aktif camur davranisini
tanimlamak icin son yillarda kabul gdéren modellere gore; ¢ogunlukla yavas ayrisan KOI’nin
hidrolizine bagli olan ve sadece KOI giderim verimi agisindan organik karbon giderimine yonelik
isletilen sistemler i¢in bu prosesin ¢ok dnemli olmadig1 anlagilmistir (Yildiz Tore vd., 2011).
Dolayisiyla tiim bu hususlar dikkate alinarak bu amaca yonelik olarak gelistirilen respirometrik
deneysel yontemlerle organik madde gideriminin modellenmesi, kesin ve tutarli sonuglar iireterek
proses kinetiginin anlasilmasi i¢in yaygin olarak kullanilabilmektedir. Giiniimiizde respirometrik
teknikler biyokimyasal proses kinetiginin anlasilmasi i¢in yaygin olarak kullanim alan1 bulmus,
inhibisyon etkisinin en iyi sekilde ortaya konmasinda kullanilan teknikler olarak 6n plana ¢ikmigtir
(Ellis vd., 1996; Guissesola vd., 2003). Kullanilan egri uydurma (curve-fitting) teknikleri ile
gerceklestirilen simiilasyonlar sonucu proses kinetigi anlagilarak (cogalma, siibstrat depolama vb.),

model parametrelerinin kiyaslanabilecegi sonuglar ortaya konabilmektedir.

Inhibisyon genellikle cogalma mekanizmast {izerindeki etkileri itibariyle tanimlanmaktadir.
Bu bakimdan ¢ogalma davramisinin en iyi sekilde gozlenebildigi ve modelleme yoluyla
sayisallastirilabildigi teknik olan Oksijen Tiiketim Hizi (OTH) o6l¢limii (Respirometri),
inhibisyonun belirlenmesi i¢in kullanilabilecek en etkili ara¢ olarak belirlenmistir (Albek vd.,
1997; Kelly vd., 1997). Inhibisyon modelleri genellikle enzim kinetiginden yola ¢ikarak
belirlenmis modellerdir (Orhon ve Artan, 1994).
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Inhibisyon etkilerini OTH 6lgiimleri ile belirleyen ve standart bir yontem olarak kabul
gormiis olan ISO 8192 metodu (1995), bu amagla kullanilabilecek yontemlerden biridir. Bu metot
farkl1 inhibitor konsantrasyonlar1 eklenmis kesikli deney sistemlerinde 6l¢iilen OTH degerlerinin,
inhibitér eklenmemis kontrol reaktoriinde elde edilen respirasyon davranisi ile karsilagtirilmasi
esasina dayanmaktadir. Bu karsilastirma sonucu asagida verilen formiilasyon kullanilarak yapilan
hesaplamalar ile respirasyonun %50’sini engelleyen (inhibe eden) inhibitor konsantrasyonu EC50

degeri olarak rapor edilmektedir;

OTH(ontroI - O-I-thibisyon x100= %50

EC, =
% OTH<ontr0I (2'2)

ISO 8192 prosediirii ile EC50 degerinin belirlenmesi i¢cin OTH 6l¢timii yapilmasi 6nerilen
stireler kesikli deneylerin baglangicindan sonraki 30 ve 180. dakikalardir. Ancak farkli
biyokimyasal mekanizmalarin olustugu sistemlerde, inhibisyon etkilerinin belirlenmesi i¢in verilen
bu siireler her zaman dogru zamanlamay1 yansitamamaktadir. Bu yiizden OTH 6l¢timlerinin belirli
zamanlarda alinan numuneler tizerinde gergeklestirilmesi yerine, siirekli olarak OTH 6l¢ilimiiniin
yapilacagi respirometrik deney diizeneklerinin bilimsel olarak daha dogru sonuglar verdigi ortaya
konmustur (Insel vd., 2006). Farkli deney kosullarinda elde edilen OTH profilleri, &zellikle
inhibisyon etkisi altinda farklilik gosterdiginden degerlendirmelerin tiim OTH profilinin
modellenmesi ve simiilasyonu ile yapilmasi gerektigi ve farkli zamanlarda (30 ve 180. dakikalar)
Olgiilen OTH degerlerinin kullanilmasindansa kiimiilatif oksijen tliketim miktarlarinin

kullanilmasini daha giivenilir sonuglar verdigi ortaya konmustur (Cokgoér Ubay vd., 2007).

Inhibisyon etkisi, OTH profillerinin modellenmesiyle proses hizlar1 ve OTH profilleri ile
bir korelasyon kurulmak suretiyle belirlenebilmektedir. Bu kapsamda uygulanan yaklagim, farkli
kosullar altinda yiirtitiilecek olan respirometrik deneylerin modelleme sonuglar1 kullanilarak proses
hizlarinin inhibisyon katsayilar1 kullanilarak modifiye edilmesi sonucu elde edilecek inhibisyon
kinetigine ait kinetik ve stokiyometrik katsayilarmn belirlenmesi yoniinde olmaktadir. Ornegin non-
kompetitif inhibisyon i¢in heterotrofik biyokiitle cogalma hizi ifadesi KI/(I+KI) seklinde ifade
edilen inhibisyon teriminin eklenmesi ile asagida verildigi gibi modifiye edilmelidir. Bu ifade,
inhibitor konsantrasyonu (I) ve proses hizinda %50 oranda azalmaya sebep olacak inhibisyon

katsayisma (KI) bagli olarak elde edilen bir ifadedir;
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2.3.1. Mevcut konvansiyonel sistemde giderilemeyen mikrokirleticiler ve bunlarin

gideriminde kullanilan fotokatalistler

Farmasotikler ve kisisel bakim iirtinleri, endokrin bozucu bilesikler, ates diisiiriiciiler,
pestisitler ve yapay tatlandiricilar gibi maddeler ve bunlarin metabolitlerinin dogaya karigmasi
cevre ve insan saglhigini biiylik 6lcilide tehdit etmektedir. Bu maddelerin aritiminda, konvansiyonel
aktif camur sistemleri verimli bir sekilde calisamamakta ve ayn1 zamanda bu mikrokirleticiler, aktif
camur mikroorganizmalarint da inhibe ederek mevcut aritma veriminin diismesine neden
olmaktadirlar. Bununla birlikte bozunma ara iiriinleri, konvansiyonal sistemlerde giderimi biiyiik
bir zorluk olmaya devam eden orijinal bilesiklerden daha toksiktir. Atiksu aritma tesisleri direk
olarak sucul ortamlara desarj yaptigindan mikrokirleticiler sucuk ortamda ng/L
konsantrasyonlarindan mg/L  konsantrasyonlarina kadar bulunabilmektedirler. Yukarida
bahsedilen ve konvansiyonel aritma sistemleri ile giderilemeyen, sucul ortam ve ¢evre i¢in oldukga
zararli olan bilesikler Salimi ve arkadaglar1 tarafindan 2017 yilinda Cizelge 2.1°deki gibi

listelenmistir.
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Cizelge 2.1. Kisisel bakim ve kozmetik tiriinleri, endokrin bozucu kimyasallar, alev geciktiriciler,

pestisitler ve yapay tatlandiricilar gibi hedef mikrokirleticilerin siniflandirmasi
(Salimi vd., 2017)

Siniflar Kullanim Ornekler
Ilaclar ve Kisisel Bakim Uriinleri
Analjezikler Agr kesici Asetaminofen ve asetilsalisilik
asit
Antiepileptik ilaclar Antikonviilzan Karbamazepin ve primidon
Antihiperlipidemikler Lipid diizenleyiciler Gemfibrozil, klofibrik asit ve
fenofibrik asit
Nonsteroid Antiinflamatuvar Diklofenak, ibuprofen,
antiinflamatuvar ilaglar ketoprofen, ve naproksen
Sentetik hormonlar Hormon Ostron, 17a-6stradiol, 17a-
etinilostradiol, Ostriol
Antimikrobiyaller Antibiyotik Eritromisin, sulfametoksazol ve
tetrasiklin
Antiseptik Triklosan, bifenilol ve klorofen
Polisiklik miskler Kokular Heksahidroheksametil
siklopentabenzopiran
Diger Bocek uzaklastirict DEET
Kokular Asetofenon
Uyaricilar Kafein
Endokrin Bozucu Kimyasallar
Steroidler Dogal insan Gstrojeni 17b-6stradiol
Metabolit Ostron
Alkilfenoller Evsel ve endiistriyel tiriinlerin Nonilfenol ve oktilfenol

imalati

Polyaromatik bilesikler

Poliklorlu bifeniller ve bromlu

alev geciktiriciler
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Cizelge 2.1. Kisisel bakim ve kozmetik iirtinleri, endokrin bozucu kimyasallar, alev
geciktiriciler, pestisitler ve yapay tatlandiricilar gibi hedef mikrokirleticilerin
siniflandirmasi (Salimi vd., 2017) (Devam)

Organik oksijen bilesikleri

Plastiklestiriciler

Ftalatlar

Polikarbonatlarin ve epoksi

recinelerinin endiistriyel

BPA

tretimi
Pestisitler Insektisitler, herbisitler, Atrazin, klordan ve trifluralin
fungusitler
Digerleri Cesitli endiistriyel islemlerin Dioksinler ve furanlar

ve yanma islemlerinin

uriunleri

Alev Geciktiriciler

Halojenli alev
geciktiriciler (flor, klor,

brom veya iyot)

Alev geciktiriler

Bromlu bisfenoller ve fenoller

Fosfor esash alev

Alev geciktiriler

Kirmiz1 fosfor ve inorganik

geciktiriciler fosfatlar
Melamin alev Alev geciktiriler Melamin siyaniirat
geciktiriciler

Inorganik hidroksit alev Alev geciktiriler Aliiminyum hidroksit ve
geciktiriciler magnezyum hidroksit

Borat alev geciktiriciler

Alev geciktiriler

Sodyum borat ve borik asit

Silikon alev geciktiriciler

Alev geciktiriler

Antimonlu halojenler ve azotlu

fosfor
Sinerji Alev geciktiriler
Pestisitler
Karbamatlar Herbisitler, insektisitler, Karbendazim, benomil ve karbaril

fungusitler
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Cizelge 2.1. Kisisel bakim ve kozmetik tiriinleri, endokrin bozucu kimyasallar, alev
geciktiriciler, pestisitler ve yapay tatlandiricilar gibi hedef mikrokirleticilerin
siiflandirmasi (Salimi vd., 2017) (Devam)

Kloroasetanilidler Cikis 6ncesi uygulanan Metolaklor ve alaklor
herbisitler
Klorofenoksi asitleri Herbisitler Bentazon ve triklopir
Organoklorlar Insektisitler DDT, dieldrin, endrin ve
endosiilfan
Organofosfatlar Insektisitler Diazinon, malatiyon ve klorpirifos
Piretroidler Insektisitler Bifenthrin, sipermetrin ve
esfenvalerat
Triazinler Herbisitler Atrazin, siyanazin ve simazin
Diger pestisitler Feniliire herbisit izoproturon ve
mecoprop
Yapay Tatlandiricilar
Yapay tatlandiricilar Seker ikameleri Asesiilfam
Sukraloz
Sakarin
Siklamat
Aspartam
Neotam

Neohesperidin dihidrokalkon

Son yillarda sucul ortamlarda mikrokirletici olarak 6zellikle antibiyotikler iizerinde yogun

arastirmalar yiritiilmektedir. Ciinkii bu maddelerin diisiik konsantrasyonlarda bile oldukca

tehlikeli oldugu daha once yapilan birgok calismada ortaya konmakla beraber diinyada en ¢ok

kullanilan ila¢g grubudur. Bu maddeler ila¢ endiistrisinin baslica triinleridir ve insan/hayvan

tedavisinde siklikla kullanilmalarinin yani sira, su iiriinleri yetistiriciliginde, ¢iftlik hayvanciliginda

ve kiimes hayvanciliginda kullanilmaktadirlar. Bu maddelerin en tehlikeli yani ise ekosistemde

baskin mikroorganizma tiirlerinin olusmasima yol agarak ekosistem dengesini bozmasi ve
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mikroorganizmalarin antibiyotiklere maruz kaldikca onlara karsi direng gelistirmesidir.
Antibiyotikler, viicuda alindiktan sonra ¢ok az bir boliimii metabolize edilir ve biiyiik bir boliimii
kanalizasyon sebekeleri yolu ile evsel atik su aritma tesislerine giris yapmaktadirlar.
Mikroorganizmanin hiicre duvarin1 bozmak, protein sentezini bozmak veya mikroorganizmanin
thtiyag¢ duydugu maddeleri yok etmek antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 arasindadir.
Antibiyotiklerin etki mekanizmasini1 anlamak oldukg¢a 6nemlidir ¢linkii geleneksel evsel atik su
aritma tesislerinin verimi yliksek oranda biyolojik aritma prosesi ile iliskilidir ve antibiyotiklerin
biyolojik aritma proseslerine 6zellikle insan metabolitleri halinde girerek mikroorganizma

topluluklarindan olusan aktif camuru inhibe etmesi aritma verimini diisiirmektedir.

Antibiyotik inhibisyonu ile ilgili Kor-Bicakci ve arkadaslarimi 2016 yilinda biyolojik
olarak ayrigsmasi zor nanopartikiillerden biri olan Siilfometoksozal (SMX) antibiyotigi {izerine
yaptiklart ¢aligmada, doldur-bosalt kesikli bir reaktorde respirometrik datalarla modellenen akut
etki 25-200 mg/L araligindaki dozajlarla tespit edilmeye calisilmistir. Kronik etki ise 50 mg/L
dozunda 20 giin olarak belirlenmistir. Buna gore akut etki daha yiiksek bakim enerjisi
gereksinimlerini, aktivite azaltmasini ve hafif substrat baglanmasini ortaya ¢ikarmistir. Kronik etki
ise; substrat depolamanin gecikmesine neden olmustur. Bu siiregte rol oynayan mikrobiyal tiirler
ise On sekanslama islemi sonucunda, Amaricoccus sp. ve siniflandirilmamis Bacteroidetes sp.,
olarak belirlenmistir. Ayrica yiiksek igsel solunum hiz1 (yani yiiksek ¢amur yas1) SMX’in temel
akut etkisinin bir gdstergesi olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte, SMX'e kronik maruziyetin
kismi inaktivasyona ve biiyiime kinetiginin hafif bir inhibisyonuna neden oldugu tespit edilmistir.
Son olarak, bu ¢aligmada SMX’1 ko-metabolize etme yetenegine sahip direngli tiirlerin mikrobiyal
toplulukta gozlemlenen degisiklikler i¢in birincil gostergeler oldugu tespit edilmistir (Kor-Bicakci
vd., 2016). Bu kapsamda, konvansiyonel yontemlerle aritilamayan antibiyotik igerikli atiksularin
gideriminde ileri oksidasyon proseslerinin 6nem kazandigi ortaya ¢ikmistir. Bunlara ek olarak,
2012 yilinda Gao ve arkadaslar tarafindan yapilan calismalarda, yine konvansiyonel aritma
sistemlerinde biyolojik olarak giderimi olduk¢a zor olan ve nanopartikiiler yapili fotokatalistlerle
fotokatalitik aritimina yonelik yogun aragtirmalarin {izerinde yiiriitiildiigii antibiyotiklerin, insanlar
yada hayvanlar tarafindan kullanildiktan sonra sadece %25-30’unun metabolize oldugu ve %60 ile
%75 inin kendi etken maddeleri olarak degismeden ya da metabolitleri seklinde viicuttan atilarak

atiksuya karigtiklar tespit edilmistir (Gao vd., 2012).
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Arastirmacilar son donemde mikrokirleticilerin giderimine yonelik ¢alismalarda ileri aritim
prosesleri tizerinde daha c¢ok durmaktadirlar. Bu proseslere O6rnek olarak, ileri oksidasyon
prosesleri, ozonlama, fenton prosesleri, heterojen fotokatalitik prosesler, homojen fotokatalitik
prosesler, membran prosesleri verilebilir. Literatiirde, mikrokirletici gideriminde aktif karbon ve
ters ozmoz membranlar1 gibi aritma teknolojilerinin iizerinde cok calisilmasina karsin bu
teknolojiler ile nihai verim elde edilememistir. Bu nedenle yeni bir yaklasim olan ileri oksidasyon
prosesleri lizerine calismalar artmistir ¢iinkii ileri oksidasyon prosesleri, aritma tesislerinde
biyolojik degradasyon ve detoksifikasyonun arttirilmasi i¢in en pratik teknolojiler arasinda yer
almaktadir. Bir 151k kaynagi olmasi ya da olmamasi halinde, O3, H>O; gibi giiclii oksidasyon
elemanlarinin ve/veya Fe, Mn, TiO; gibi katalizorlerin kullanildig1 proseslere ileri oksidasyon
prosesleri ad1 verilir. Ileri oksidasyon proseslerinde yari iletken fotokatalizor olarak metal oksitler
kullanilmaktadir ¢iinkii metal oksitlerin valens bandlarmin diger yari iletken maddelere kiyasla
daha pozitiftir. Metal oksitlerin ¢ogu da yar iletken 6zellik tasimaktadir. Yari iletken metal
oksitlere 6rnek olarak; Fe2O3, SrTiO3, In203, KuNbO17, WO3, V205, MoO3, MoS,, SiC ve ZnFe>O4
gosterilebilir. Bu durum yar iletken metal oksitlerine kimyasal maddeleri oksitleyici 6zellik
kazandirmaktadir. TiO2’in fotokatalitik prosese en uygun ve aktif yar1 iletken oldugu, yapilan pek

cok bilimsel ¢alismayla ortaya konulmustur.

Bu kapsamda Ata ve arkadaslarinin 2019 yillarinda yaptigi bir calismalardada, 6zel olarak
hazirlanmis toz ve immobilize N-doplu ve NFC-doplu TiO; fotokatalistlerle Meri¢ Ergene
Havzasi’na desarj edilen evsel ve endiistriyel atiksulardan antibiyotik kalintilar1 ve renk kirliliginin
giderimine yonelik ileri aritma prosesi incelenmis ve giderim veriminin yiiksek oldugu ortaya

konmustur (Ata ve Yildiz Tore, 2019; Ata R., 2018).

2.3.2. Metal esash nanopartikiiler yapidaki fotokatalistlerin aktif camur iizerindeki

inhibisyonu

Nanopartikiiller farkli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle alici ortamlarda farkl
sekillerde davranabilmektedirler. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda, genellikle biyolojik olarak
parcalanamayan inorganik kimyasallardan olusan, yiiksek yiizey alanina sahip olan
nanopartikiillerin, alic1 ortamlarda biyolojik olarak bozunabilecekleri ve birikebilecekleri, diger

kirleticilerle birlikte taginabilecekleri veya biinyelerine daha toksik kirleticileri baglayarak onlarin
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tasinimint artirabilecekleri, diger kirleticilerle kimyasal ya da fiziksel reaksiyona girebilecekleri
belirtilmektedir (Sekil 2.3). Yapilan baz1 ¢alismalar baz1 nanopartikiil tiirlerinin, su ortamindaki

bakteriler tarafindan kullanilabildigini ortaya koymustur (Brar vd., 2010).

Nanopartikiiller (O Dogalolarakbulunan Organik

o partikiller () bilesikler/Makromolekiiler
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Sekil 2.3. Nano partikiillerin aktif ¢camur ortamindaki davraniglar1 (Brar vd., 2010)

Su ve atiksu aritimi yaninda her gecen giin artan cesitleri ve kullanim alanlar1 nedeniyle
nanopartikiillerin ¢evrede bulunma olasiliklar1 giderek artmakta ve ekosistem lizerindeki etkileri
de endise verici bir hal almaktadir (Klaine vd., 2008). Nanopartikiillerin iiretimi, kullanim1 ve ¢ok
iyi aritilmadan su veya toprak gibi alici ortamlara verilmesi nanopartikiillerin dogaya karigmasina
neden olmaktadir. Nanopartikiiller ka¢inilmaz olarak atik su aritma tesislerine hem giris atik suyu
ile birlikte hem de aritma prosesinin bir pargasi olarak verilmektedir. Bu nedenle, nanopartikiillerin
geleneksel aktif camur sistemindeki davranisini hem inhibisyon hem de bu sistemlerde aritma
verimi direk olarak aktif ¢camur komposizyonuna bagli oldugundan mikrobiyal kiiltiir {izerinde

yaratti1 degisiklik yoniinden anlamak olduk¢a onemlidir.
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Geleneksel organik kirleticilere kiyasla nanopartikiillerin biyodegradasyonunun olduk¢a
zor oldugu belirtilmistir (Bakheet vd., 2013). Bir¢ok nanopartikiil i¢in toksisite mekanizmasi halen
tam olarak bilinmese de, olasi toksisite mekanizmalari, membran veya membran yapisinin
bozulmasi, protein oksidasyonu, genotoksisite, enerji iletimi kesintisi, reaktif oksijen tiirlerinin

olusumu ve toksik bilesenlerin serbest kalmasidir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Nano partikiillerin bakteriler iizerindeki olasi etkileri (Klaine vd., 2008)

Bu kapsamda, 2016 yilinda Hou ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, ¢ok cesitli
kaynaklardan (katalist, kimyasal sensor, optik/katalitik bakteri uygulamalari, antibakteriyel ve yar1
iletken olarak kullanimi, tibbi iirtinler vb.) gelen CuO nanopartikiiliiniin ardisik kesikli bir biyofilm
reaktérde N giderme verimi iizerine etkilerini arastirmislardir. Calisma sonunda 1-50 mg/L CuO
nanopartikiiliiniin kisa donem maruziyetinin (8 saat) azot giderim verimi {lizerinde ihmal edilebilir
seviyede bir etkiye sahip oldugunu, 1 mg/L CuO nanopartiikiiliine uzun siireli maruziyetinin (45
giin) ise orta seviyede bir zarara yol agmasina karsin yenilenebilir oldugunu ortaya koymustur.
Diger yandan 50 mg/L CuO nanopartikiiliine uzun siireli maruziyetin ise azot giderim verimini

yaklasik %50 mertebelerinde diislirdiigiinii belirtmislerdir (Hou vd., 2016).

Baska bir ¢alismada ise, ZnO nano partikiillerinin fosfor akiimiile eden bakterilerce zengin

aktif camur tizerindeki etkisi akut ve kronik olarak, inhibisyon ve mikrobiyal kiiltiir degisimi
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yoniinden degerlendirilmistir. ZnO nano partikiillerinin aritma verimini biiylik 6l¢iide diistirdigi
goriilmiistiir. 6 mg/L’den yiiksek konsantrasyonlarda mikrobiyal zenginlik ve ¢esitlilik azalmis,

accumulibacter ve competibacter inhibe olmustur (Hu vd., 2017).

Atiksuyun fizikokimyasal karakteri, nanopartikiillerin aktif ¢amur mikroorganizmalari
iizerindeki toksisitesine etki eder. Bu kapsamda 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada,
mikroorganizma toplulugu filtre edilmis atiksu, sentetik atiksu ve ham atiksu olmak {izere ii¢ farkli
karakterde atiksu ile beslenerek TiO> NP iiniin aktif ¢amur iizerindeki toksititesi karsilastirilmali
olarak degerlendirilmistir. Degerlendirme, TiO> NP’iiniin agrega boyutu, spesifik KOI ve dTOK
adsorpsiyonu, mikroorganizma toplulugunun oksijen tiiketim hizi, TiO, NP’i ve
mikroorganizmalar arasindaki etkilesimler yorumlanarak yapilmistir. Mikroorganizma toplulugu,
aktif camur pilot tesisinden alinmistir ve deneylerde 2640 + 330 mg UAKM/L konsantrasyonunda
kullanilmistir. Aktif ¢gamur mikroorganizmalari, sentetik atiksu i¢in bu substrat kaynagina 64 giin
aklime edildikten sonra degerlendirilmistir. Mikroorganizma toplulugu, sentetik, filtre edilmis ve
ham atiksu olmak iizere ayr1 ayr ii¢ farkli atiksu ile beslenerek 500,1000,1500 ve 2000 mg/L
konsantrasyonlarinda TiO2 NP’iine 8 saat maruz birakilmistir. Deneysel sonuglar TiO2 NP’lerinin
agrega boyutu ve bunlarin substrati adsorplamasinin atiksuyun tipine ve atiksudaki askida kati
madde miktarina bagli oldugunu goéstermistir. Mikroorganizmalarin oksijen tiiketim hizlarinin yine
atiksu karakterine gore farklilik gosterdigi ve ham atiksudaki mikroorganizma oksijen tiiketim
hizinin sentetik ve filtre edilmis atiksuya gore daha fazla inhibe oldugu goézlemlenmistir. Ug farkli
karakterli atiksuda da TiO2 NP’lerinin hiicre membranlarina tutundugu gézlemlenmistir. Bununla
birlikte, TiO2 NP’lerinin mikroorganizmalar tarafindan internalizasyonu sadece ham ve
filtrelenmis atiksularda gézlemlenmistir. TiO> NP’lerinin en biiylik agregat boyutu ve en yliksek
spesifik KOI ve TOK adsorpsiyonu sentetik atiksuda gdzlemlenmistir. Ayn1 zamanda, TiO>
NP’lerinin agregat boyutu ve spesifik KOI ve TOK adsorpsiyonu ham atiksuda filtre edilmis
atiksuya gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. TiO2 NP’leri ve mikroorganizmalar arasindaki
etkilesimler agisindan, hiicre zar1 bozunmasi tiim atiksu tiirlerine gézlemlenmesine karsin, TiO:
NP’lerinin internalizasyonu sadece ham atiksu ve filtrelenmis atiksuda gézlemlenmistir. Tiim
deney sonuglari, oksijen tiiketim hizindaki yiiksek derecede inhibisyonunun nedeninin
heteroagregat olusumunun oldugunu goézler Oniine sermistir. Bu ¢alisma atiksu tipinin, TiO>

NP'lerinin agregat boyutunu, TiO> NP'lerinin KOI ve TOK spesifik adsorpsiyonunu, TiO> NP'leri
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ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesimini ve son olarak da mikroorganizmalar tizerindeki TiO»
NP'lerinin toksisitesini onemli 6lgiide etkiledigi gosterilmistir (Sekil 2.5). Bununla birlikte, bu
calismada gercek atik suyun oOzellikleri, antropojenik aktiviteye ve cevreye bagli olarak
degisebilecegi i¢in, karmasiklik kiimeleme analizi ile azaltilmasi gerektigi vurgulanmistir

(Cervantes-Aviles vd., 2016).

Parameter

Conductivity

Aggregates size |
of Tid; NPs

Specific
adsorption of
CODs

Specific
adsorption of
dToC

Attachment to
microorganisms

internalization in |
microorganisms

Inhibition of
DUR

Sekil 2.5. Atiksu gesitlerinin aktif camur tizerindeki etkileri (Cervantes-Aviles vd., 2016)

TiO2 NP’lerinin biyolojik atiksu aritimina olan inhibisyonu Qiu ve arkadaslar tarafindan

2016 yilinda yapilan bir ¢alismada ardisik kesikli reaktorde incelenmistir. Deneysel ¢alismalardan
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once aktif ¢amur toplulugu 43 giin boyunca sentetik atiksu ile beslenerek mikroorganizma
toplulugunun substrat kaynagina aklimasyonu saglanmistir. Kararli halde mikroorganizma
konsantrasyonunun 4600 mg UAKM/L oldugu belirtilmistir. Biyoreaktor, toplam hacmi 2,2 L,
atiksu hacmi 1,54 L ve TiO2 NP konsantrasyonu 1 mg/L olacak sekilde isletilmistir. TiO2 NP’leri
ile aktif camur toplulugunun 30 giin boyunca siirekli beslenmesi sonucunda, KOI ve NH4+-N
giderim verimlerinin nispeten degismedigi ve verimlerin sirasiyla >%95 ve %99 civarinda oldugu
gozlemlenmistir. Bununla beraber; TiO, NP'lerinin, NO2-N’nun NO3-N’a  doniisiimiini
hizlandirmasiyla toplam azot giderim verimini %95'ten %90'a diistirerek denitfirikasyonda az da
olsa inhibisyona neden olduklar1 goriilmiistiir. Aktif camur genel topluluk yapist ve biyogesitlilik
hemen hemen degigsmemistir. Baskin bakteri tiirlerinin neredeyse tamamu belirgin bir sekilde
etkilenmemistir. Hiicre dis1 polimerik maddelerin polisakkarit i¢erigi genel olarak etkilenmemis ve
bundan dolayr sitoplazmik bozunmanin ger¢eklesme ihtimalinin diisiik oldugu belirtilmistir.
Ancak; TiO2 NP’leri protein igeriginde bir azalma meydana getirerek inhibe edici etki gostermistir.
TiO> NP’leri sistemden c¢amurla beraber uzaklastirilmistir. Aktif ¢camurun TiO> NP’leri ile
beslenmesine devam edildiginde sorpsiyon saturasyonu ve aktif camur mikroorganizmalar1 hiicre
dis1 polimerik maddelerin azalmasi sebebiyle 4 hafta sonunda giderim verimliligi %90'dan %70'e
diismiistiir. Ayn1 zamanda aktif camurun TiO> NP’lerini tutma kapasitesinin de zamanla azaldig

belirtilmistir (Qiu vd., 2016).

Aktif camur mikroorganizmalar ile ilgili yapilan arastirmalarda mikroorganizma tiir
analizinin de yapilmasi olduk¢a Onemlidir. Biyodegradasyonunun ana sorumlusu
mikroorganizmalardir ve farkli mikroorganizma tiirleri inhibitor bilesigine kars1 farkli reaksiyon
gosterir. Bu nedenle biyodegradasyon ile ilgili yapilan ¢aligmalarda asi1 olarak kullanilan aktif
camurun icerdigi mikroorganizma tiirleri de belirlenmeli ve elde edilen sonuglar degerlendirilirken
g6z Onilinde bulundurulmalidir. Aktif camurun biyodegradasyon iizerindeki biiyiik etkisinin
anlagilmasiyla aragtirmacilar, inhibitor bilesiklerin geleneksel evsel atik su aritma tesislerindeki
biyodegradasyon verimini arttirmak amaciyla spesifik bir bilesigin biyodegradasyonu iizerinde
kabiliyetli bakteri tiirleri lizerinde ¢caligsmalar yapmaya baglamislardir. Zor ayrisan veya inhibisyona
neden olan bilesiklerin biyodegradasyonu ve biyolojik toplulugun test edilen deney kosullarina
bagli oldugu gozlemlenmistir. Bu c¢aligma sonuglart bilesiklerin biyodegradasyonunda spesifik

bakteri tiirlerinin 6nemli rol oynadigini kanitlamistir ve biyodegradasyon ile ilgili yapilacak
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calismalarda, aktif ¢amur igerisindeki segili bilesik tiiriiniin biyodegradasyonunda baskin bakteri
tirleri belirlenmeli ve biyodegradasyon verimleri bu bakteri tiirleri ile iliskilendirelerek

yorumlanmalidir.

Bu bilgiler 1s1ginda antibiyotikler iizerinden Ornek verecek olunursa, antibiyotiklerin
konvansiyonel aktif camur sistemlerinde giderilemedigi ve antibiyotik giderimi i¢in konvansiyonel
aktif camur sistemi Oncesi veya sonrasi fotokatalitik aritim prosesinin gerekliligi literatiirde ortaya
konmustur. Ancak her iki uygulama seklinde de gerek sistem gerek alici ortam iizerinde inhibisyon
olusmakta ve mikrobiyal tiirler degismektedir. Ancak antibiyotik gideriminde etkin olan
mikroorganizma tiirlerinin varlig1 halinde sistem daha verimli ¢alismaktadir. Cizelge 2.2’°de belli
bir antibiyotigi biyodegrade edebilen tiirler daha dnce yapilan ¢aligmalar incelenerek 2016 yilinda

Wang ve arkadaslar1 tarafindan 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Spesifik bir antibiyotigi biyodegrade edebilen tiirler (Wang vd., 2016)

Antibiyotik Tiir Substrat Kaynagi
Sulfamethoxazole Achromobacter denitrificans PR1 -
Sulfamethoxazole Pseudomonas psychrophila HA-4 -

Ofloxacin Labrys portucalensis F11 Asetat
Clprofloxacin Labrys portucalensis F11 Asetat
Tylosin Citrobacter amalonaticus -

Sulfadiazine Trametes versicolor -

Sulfadiazine Microbacterium lacus SDZm4 -

Cefalexin Pseudomonas sp. CE21 -
Cefalexin CE22 Bacillus subtilis -

Bu kapsamda baska bir calismada TiO, NP’lerinin aktif camur mikroorganizmalari {izerine
olan kronik inhibisyonu mikroorganizma tiir analizi de yapilarak degerlendirilmistir. Ardisik
kesikli reaktoriin isletme siiresi 2, 5, 10, 30 ve 60 mg/L TiO; konsantrasyonlarinda sirastyla 59, 63,
36,31 ve 44 giin tutulmustur. Mikroorganizma toplulugu sentetik atiksu ile beslenmistir. 0-60 mg/L
konsantrasyonlarindaki TiO2> NP'leri aktif ¢gamurun KOI ve fosfor giderimlerini inhibe etmesine
karsin NH4"-N giderim verimliligini 6nemli 6lgiide etkilememistir. TiO> NP'leri ardisik kesikli
reaktdrde nitrit oksitleyici bakteriler iizerinde amonyak oksitleyici bakterilerden daha fazla
inhibisyon etkisi gostermistir. Nanopartikiiler madde organik madde ve nitrojen giderim hizini
yavaslatmistir. Fosfor giderim hizi1 kademeli olarak 0-5 mg/L TiO; konsantrasyonu varliginda
azalmis ve ardindan TiO: konsantrasyonu 10-60 mg/L’ye yiikseltildiginde artmistir. Organik
madde, azot ve fosfor giderim hiz1 trendlerinin, karsilik gelen mikrobiyal enzimatik aktivitelerine
gore benzer oldugu belirtilmistir. TiO2 NP'lerin yliksek konsantrasyonlari, reaktif oksijen tiirlerinin

olusumuna ve aktif ¢gamurun laktat dehidrojenazi salinimina yol agmistir. Aktif camur mikrobiyal
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aktivitesinin, karsilik gelen farkli TiO; konsantrasyonlarindaki mikrobiyal enzimatik aktivitelerle
benzer degisken egilimlere sahip oldugu goriilmiistiir. Artan reaktif oksijen tiirleri olusumu ve
laktat dehidrojenazi salinimi nedeniyle, TiO2 NP'leri biyolojik inhibisyona yol agmis ve aktif gamur
mikroorganizmalariin membran biitiinliiglinii tahrip etmistir. Mikrobiyal zenginlik ve ¢esitlilik
16S rDNA dizileme calismasi ile incelenmis, TiO2 konsantrasyonunun degismesi ile aktif camur
mikroorganizma toplulugunun oldukca degisim gosterdigi gozler oniine serilmistir (Sekil 2.6).
Ozetle; spesifik amonyak oksidasyon hizi ve spesifik nitrit oksidasyon hizi TiO»
konsantrasyonunun artmasiyla azalmistir, spesifik fosfor alim ve spesifik fosfor artis hizlarinin 0-
5 mg/L TiO2 konsantrasyonlarinda azalmasina karsin 10-60 mg/L TiO; konsantrasyonlarinda artis
gostermistir, yliksek TiOz konsantrasyonu reaktif oksijen tiirleri ve laktat dehidrojenazi salinimini
arttirmistir ve son olarak TiO2 NP’leri nedeniyle mikrobiyal zenginlik ve ¢esitlilik 6nemli dlciide

degismistir (Li vd., 2017).
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Sekil 2.6. 16S rDNA dizileme ¢aligmasi ile farkli konsantrasyonlarda TiO2 NP’lerine maruz kalmis
aktif camur mikroorganizmalarinin taksonomik siniflandirmasi: a-) filum, b-) sinif, c-)
cins (Li vd., 2017)

ZnO nanopartikiillerinin mikrobiyal kiiltiir lizerindeki etkisini degerlendiren bir bagka
calismada, evsel atiksu aritma tesisi birincil aritma ¢ikisindan alinan atiksu iki saat ¢oktiiriilmiis
ardindan filtre edilmistir. Filtre edilen atiksu karbon ve nutrient ile beslenerek mikrobiyal kiiltiir

olusturulmustur. Kullanimdan o©nce Sigma Aldrich'ten satin aliman ZnO nanopartikiil
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siispansiyonu, Steril Milli-Q su ile 1000 mg/L konsantrasyonda hazirlanmistir. Bu ¢dzeltiden,
calisma ¢ozeltisinin nihai nZnO konsantrasonuna (0 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L ve 100 mg/L) karsilik
gelecek sekilde mikrobiyal kiiltiir igeren 250 mL'lik siselere toplam hacim 100 mL olacak sekilde
ilave edilmistir. ZnO ¢ozeltisi ilave edilmeyen mikrobiyal kiiltiir kontrol olarak degerlendirmistir.
Deney baslangicinda ve inkiibasyon siiresinin sonunda (96 saat), pH, elektriksel iletkenlik ve
¢cOziinmiis oksijen gibi kimyasal parametrelerin yani1 sira mikrobiyal parametreleri analiz etmek
i¢cin de numuneler alinmistir. Mikrobiyal kiiltiir izerindeki degisim Illumina yeni nesil sekanslama
ile belirlenmistir. Shannon-Weaver H’ endeksine dayanarak mikrobiyal toplulugun nanopartikiiler
maddelere maruz kalmasi sonrasi oldukca degisim gosterdigi gozler oniline serilmistir. Sonugclar,
farkli  konsantrasyonlarda ZnO nanopartikiillerine maruz kalan numunelerde, ZnO
nanopartikiillerine maruz birakilmamis numunere kiyasla operasyonel taksonomik {inite sayisinda
(27 737) ciddi bir diisiis oldugunu ortaya koymustur (5, 10 ve 100 mg/L nZnO i¢in operasyonel
taksonomik iinite sayisi sirasiyla 23 743, 17 733 ve 13 324). Kontrol numunelerinde 12 filum, 21
smif, 30 takim, 54 aile ve 51 cins tamimlanmistir. 5 mg/L ZnO nanopartikiillerine maruz kalan
numunede filum, sinif, takim, aile ve cins sirastyla 7-15-25-28-20; 10 mg/L ZnO nanopartikiillerine
maruz kalan numunelerde sirasiyla 9-15-24-31-23 ve 100 mg/L ZnO nanopartikiillerine maruz

kalan numunede sirasiyla 7-11-19-26-17 olarak tanimlanmistir (Meli vd., 2016)

Ozgiil yiizey alan1 ve yiiksek katalitik 6zelliklerinden dolay1 nano partikiiler maddelerin
atiksu aritma tesislerine verilmesi, biyokiitle lizerinde sok etkisi yaratmaktadir ve nano
partikiillerin, geleneksel aktif camur sistemlerinde biyodegradasyonu organik kirleticilere kiyasla
oldukga zordur. Bu nedenle evsel atiksulardan antibiyotik kalintilarinin gideriminde ii¢iinciil aritma
kademesinde basarili bulunan NFC-doplu TiO2 fotokatalistinin aerobik biyolojik aritma prosesi

iizerindeki davranisini1 anlamak olduk¢a 6nemlidir.
2.4. ileri Oksidasyon Prosesi ile Desteklenmis Biyolojik Aritma Sistemleri

Biyolojik sistemlere zehir (toksik)/engelleyici (inhibitdr) etki gosteren ve biyolojik
parcalanmaya kars1 direngli madde iceren organik kokenli endiistriyel atiksular geleneksel
biyolojik aritim {initelerinde tatmin edici bir verimle aritilamazlar. Bu durum organik maddenin
molekiil yapisindan kaynaklanmaktadir. Molekiiliin boyutu ve sekli ve yapisindaki fonksiyonel
gruptan dolayr biyolojik etki engellenebilir. Bu atiksularin pek ¢ok fiziksel, kimyasal ve
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fizikokimyasal aritim siiregleri ile arittmi miimkiindiir. Ancak organik nitelikteki atiksular igin
ekolojik ve ekonomik agidan kabul edilebilir aritim prosesi biyolojik aritimdir. Biyolojik aritim
birimlerinde pargalanabilirligi diisiik, zehir/engelleyici etki gosteren atiksularin aritilabilmesi igin
birlesik aritim sistemleri Onerilmektedir. Bu sistemlerde atiksular 6n arittim biriminden
gecirildikten sonra biyolojik aritim birimine verilmektedir. On aritim biriminin amaci kirleticide
fizikokimyasal veya biyokimyasal degisimler yaratarak atiksuyun zehirlilik/engelleyici etkisini

azaltmak ve biyolojik par¢alanabilirligini artirmaktir (Geng, 2008).

Biyolojik pargalanmaya direngli, biyolojik sistemi engelleyen/zehir etkisi gosteren
kirleticilerin geleneksel biyolojik aritim sistemlerinde verimli bir bi¢imde aritiminin yapilabilmesi
icin biyolojik pargalanabilirliginin gelistirilmesi ve zehirliligin azaltilmasi1 gerekir. Bu amagla
biyolojik aritim birimlerinden 6nce kirleticilerin 6n aritim islemine tabi tutulmasi 6nerilmektedir.
On  antim  biriminde  kirleticinin =~ kismi  okidasyonu  hedeflenmektedir,  tam

oksidasyon/mineralizasyon ise biyolojik aritim birimlerinde saglanmaktadir.

On artim birimlerinde kimyasal, fizikokimyasal, enzimatik ve 1s1l oksidasyonu temel alan
islemler uygulanir. On aritim tipi ve isletme sartlar1 (kirletici tipine, derisimine ve atigin miktarma
gore degisir) ardindan gelen biyolojik aritim verimliligini etkiler. Aritim verimliliginin artirilmasi
icin bu iki faktoriin yaninda gesitli 6n aritim birimlerinin birlesik kullanim1 da diisiiniilebilir. Bu
kullanimdaki amag, iki veya daha fazla yontemin birlikte calismast ile bir sinerji yaratilmasidir. On
aritilmis atik biyolojik aritim birimine alinmadan once biyolojik pargalanabilirlik ve zehirlilik
testlerinin yapilmasi onemlidir. Ciinkii gerek 6n aritim islemi ile olusan ara lriinler gerekse
kullanilan oksitleyici madde/kimyasal madde ardindan gelecek olan biyolojik pargalanmay1

olumsuz yonde etkileyebilir.

On aritim islemi ozellikle geleneksel biyolojik aritim sistemlerinde giderilemeyen
kirleticiler i¢in, biyolojik pargalanabilirliginin gelistirilmesinde 6nemli katki saglar, ancak yiiksek
maliyetinden dolay1 optimum isletme sartlarinda kismi oksidasyon saglanarak birlesik sistemlerin

etkinligini artirma yoniinde kullanilmalidir.

Uygulanacak ileri oksidasyon prosesinin tipi ve aritilacak atiksuyun ozelligine gore,
kimyasal oksidasyona dayali 6n aritim basamag: tiim kirleticilerin tam mineralizasyonu veya
atiksudaki belli kirleticilerin kismi oksidasyonunu saglayabilir. On aritim basamaginda, kimyasal
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olarak okside olmus ara liriinler tam oksidasyona kars1 direngli olduklar1 i¢in tam mineralizasyon
olduk¢a pahalidir. Ara tiriinlerin karbondioksit ve suya tam oksidasyonu i¢in daha ileri oksidadif
sartlar gerektirir, ¢linkii kimyasal C-C baglarinin bdliinme hizi molekiil boyutu azalmasi ile azalir.
Bu ylizden 6n aritim basamaginda kismi oksidasyon ile biyolojik olarak parcalanabilen ara iirlinlere
dontisiim saglandiktan sonra tam oksidasyonun biyolojik oksidasyon biriminde saglanmasi
onerilmektedir. Bu yolla hiicre duvarindan gecemeyen biiyiik molekiiller, hiicreye girebilen ara
iirlinlere dontistimii saglanir. Biyolojik oksidasyonun hizi genellikle molekiil boyutu azalmasi ile

artar. Bu durum Sekil 2.7°de gosterilmistir (Mantzavinos ve Psillakis, 2004).

biyolajik
Atiksy —ryasal-olsidagon o g oiik kokenli ara trtinler — 2Ty ooy brin

\ Dezizim proseslen /'
Kimyasal

: Bivolojik
oksidasyon oksidasvon

Karbon-karbon kirnllma hiza

Molekdiil bovutu

Sekil 2.7. Molekiil boyutuna gore C-C baginin kirilma hizinin degisimi (Mantzavinos ve Psillakis,
2004)

Kimyasal 6n aritim adimi biyolojik parcalanabilirligi gelistirirken 6te yandan kimyasal
yapist degisime ugrayan organik madde ilk kimyasal yapisindan daha toksik bir hale doniigebilir.
Ayni zamanda hem olusacak yan iiriinlerin hem de prosese ilave edilecek fotokatalistlerin inhibitor

etkisi goz oniinde bulundurulmalidir.

Verimliligin artirilmasinda farkli 6n aritim tekniklerinin birlikte kullanimi1 da diisiintilebilir.

Bu kullanimdaki ama¢ 6n aritim teknikleri arasinda sinerji yaratmaktir (Beltran vd., 1999).
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Uygulanan modelin diizeni/siralamast da onemli bir faktordiir. Bunun i¢in c¢esitli sistemler
onerilmektedir. Ornegin, kimyasal olarak on oksidasyona ugramus atiksu filtrasyon biriminden
gegirildikten sonra biyolojik aritima alinabilmektedir. Filtrasyon birimi kismi oksidasyona ugramis
atiksudaki biiyiik molekiilleri (ki bunlarin biyolojik pargalanabilirligi azdir) tutarak kimyasal 6n
aritim birimine geri dondiirmekte, biyolojik parcalanabilirligi yiiksek olan kiigiik molekiilleri ise
gecirerek biyolojik aritim birimine gondermektedir. Yiiksek oranda biyolojik parcalanabilen
madde iceren atiksular i¢in uygun olan birlesik arittm modeli ise, biyolojik aritim uygulandiktan
sonra kimyasal aritimin uygulanmasidir. Bu model; biyolojik aritim - kimyasal aritim - biyolojik

aritim veya biyolojik aritim - kimyasal aritim diizeninde uygulanabilmektedir.

Son yillarda atiksu aritimi igin elektrokimyasal teknolojinin kullanimi artmistir. Bu
teknoloji tek basina veya farkli oksidasyon yontemleri ile birleserek 6n aritim basamag olarak da
kullanilabilmektedir. Elektrokimyasal ©n aritim, biyolojik pargalanmaya direngli organik
maddelerle birlikte zehirli etkiye sahip agir metallerin birlikte aritimi i¢in de uygundur. Metal
giderimine ilaveten poliklorlanmis bifeniller, petrol hidrokarbonlari, klorlu ¢éziiciiler ve metil tetri
butil eter gibi organik kirleticilere de elektro-Fenton oksidasyonu uygulanabilmektedir
(Mantzavinos vd., 2004). Fakat bu teknoloji mikrokirleticilerin gideriminde nihai verimi
saglayamamaktadir. Bu nedenle son yillarda yapilan aragtirmalarda bu teknolojiye alternatif olarak
fotokatalitik prosesler gelistirilmistir. Fotokatalitik proseslerde mikrokirleticilerin, ¢ok giiclii ve
secici olmayan oksitleyici elemanlarin (Hidroksil Radikalleri) olusturulmas: sayesinde g¢evreye
zararsiz olan COz ve inorganik iyonlara kadar degradasyonlar saglanabilmektedir Fotokatalitik
prosesler, eslesmemis elektronlarindan dolay1 oldukga reaktif ve kuvvetli oksidan 6zellikte olan ve
yiiksek kinetik hiz sabitlerine sahip olan Hidroksil Radikalleri (OH*), bozunmaya dayanikli olan
inat¢1 sentetik yada dogal organik kirleticiler ile segici olmaksizin hizli bir sekilde reaksiyona
girerek aritma maliyetlerinin azaltilmasini saglamaktadir. Bu nedenle gelecekteki galigmalarda,
ozellikle ileri oksidasyon prosesleri ile konvansiyonel aktif ¢amur sistemlerinin entegrasyonu

izerine yogunlasilmalidir.

Birlesik sistemlerde kimyasal oksidasyona dayali on aritim islemleri biyolojik
pargalanabilirligin gelistirilmesinde verimli kullanilabilen bir alternatif oldugu pek ¢ok calismada

ifade edilmistir.
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Kombine aritma ile antibiyotik giderimine iliskin yapilan bir ¢aligmada, siilfametazin
antibiyotiginin TiO2 veya ZnO fotokatalistleri kullanilarak giderim verimliligi degerlendirilmistir.
Aritma verimliligi, verimliligi etkileyen ana faktorlerden pH, katalizor miktar1 ve baslangictaki
siilfametazin konsantrasyonu parametreleri acisindan incelenmistir. Elde edilen sonugclar, sadece
katalist veya sadece UV 15181 ile slilfametazin bozunmasinin gerceklesmedigini gostermistir. pH
konsantrasyonunun 4-9 aralifinda degismesi, siilfametazin bozunmasinda 6nemli bir degisime
sebep olmamistir. TiO2 ve ZnO i¢in optimum konsantrasyonlarin sirasiyla 0,5 ve 0,25 g/L oldugu
belirtilmistir. Giris siilfametazin  konsantrasyonunun arttirilmasi, giderim verimliligini
diisiirmiistiir. Siilfametazinin 10 mg/L’den 50 mg/L’ye yiikseltilmesi 30 dakikalik reaksiyon siiresi
icin verimliligi TiO; katalisti ile yapilan ¢aligmada %31°den %13’e, ZnO Kkatalisti ile yapilan
calismada ise %100°den %27’ye diisiirmiistiir. Elde edilen sonuglar, ZnO katalisti ile hem
antibiyotik hem de KOI giderimi agisindan daha yiiksek verim elde edildigini gdstermistir. Ancak,
7 saatlik fotokatalitik prosesten sonra bile KOI gideriminin %41 oldugu gdzlemlenmistir.
Biyodegradasyon, giris siilfametazin konsantrasyonu 50 mg/L, pH 6, T = 25°C, @ = 360 rpm
kosullar1 altinda degerlendirilmistir. Biyodegradasyon degerlendirilirken kullanilan katalist
konsantrasyonlar1 TiOz ve ZnO igin sirasiyla 0,5 g/L TiO2 ve 0,25 g/L’dir. Bu kosullarda, giderim
verimlilikleri, TiO2 varliginda 4 ve 7 giinlik 6n aritma igin %26 ve %41 degerlerinde, ZnO
varliginda 4 ve 7 giinliik 6n aritma i¢in %55 ve %92 oldugu gdzlemlenmistir. BOIs/KOI oran1 7
saat 1s1nlamanin ardindan 6nemli dl¢lide artmis ve TiO2 varliginda 0'dan 0,25'e, ZnO varlifinda
ise 0°dan 0,16’ya yiikselmistir. TiO, fotokatalisti ve biyolojik aritma kombinasyonu ile 28 giinliik
aritma sonrasinda bile toplam KOI gideriminin %58 oldugu belirtilmistir (Aissani vd., 2017).

2010 yilinda yapilan baska bir ¢calismada ise, TiO» fotokatalisti (UV / TiO2 / H2O3) ve
ardisik kesikli reaktoriin amoksisilin ve kloksasilin antibiyotikleri gideriminde birlikte
kullanilabilirligi incelenmistir. Caligmada, ila¢ endiistrisi atiksuyu kullanilmistir. Kombine
sistemde fotokatalitik prosesten ¢ikan atiksu ardisik kesikli reaktorii beslemektedir (Sekil 2.8).
Reaktor 1,5L atiksu ve 0,5L ¢amur olmak iizere toplam 2L’dir. Aktif ¢amur, aritma tesisinden
almarak atiksuya 10 giin aklime edilmistir ve 2400 mg UAKM/L’dir. Calismanin birinci
boliimiinde, TiO2 ve H2O2’in UV / TiO2 / H202 prosesi i¢in optimum dozu belirlenmistir. Optimum
Ti02 ve H202 dozlarinin sirastyla, 1000 mg/L ve 250 mg/L ve uygun pH’1n 5 oldugu belirtilmistir.
Bu optimum kosullarda, HPLC analizi ile her iki antibiyotigin de 30 dakikada tamamen degrade
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oldugu dogrulanmistir. Calismanin ikinci boliimiinde, farkli isletme kosullar1 altinda, fotokatalitik
aritma ile ardisik kesikli reaktoriin birlikte kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Hidrolik bekletme
stiresinin 24 saatten 48 saate ¢ikarilmasi, ardisik kesikli reaktor verimliligini 6nemli Olciide
arttirmistir. Kullanilan H>O, konsantrasyonu yiikseldikge KOI giderim verimi arttirmistir ancak
H,0: konsantrasyonunun 250mg/L’nin iizerine ¢ikarilmasi KOI giderim verimini daha fazla
arttirmamustir.  TiO2 konsantrasyonunun diisiirtilmesi, atiksuda antibiyotik ara {riinlerinin
kalmasina sebebiyet verdiginden ardisik kesikli reaktor KOI giderim veriminde herhangi bir artisa
sebep olmamakla beraber giderim verimini de diisiirdiigii gézlemlenmistir. Optimum kosullarda

kombine proseste, KOI giderim veriminin %57 oldugu gériilmiistiir (Elmolla vd., 2011).
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Sekil 2.8. Fotokatalitik proses ve ardisik kesikli reaktérden olusan kombine sistem (Elmolla vd.,
2011)

2015 yilinda yine kombine sistem degerlendirilmis olup, TiO> NP’lerinin, bakteri ve
protozoan topluluklar1 iizerindeki kronik etkilerini aragtirmak ig¢in ardisik kesikli reaktore farkli

konsantrasyonlarda (1 mg/L, 10 mg/L, 30 mg/L, 50 mg/L) TiO> NP’leri ilave edilmistir. Ardisik
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kesikli reaktor deneyleri TiO2 NP ile UV 1s181min etkisi altinda gergeklestirilmigstir. Aktif ¢camur
evsel atiksu aritma tesisinden alinmis ve sentetik atiksu ile beslenmistir. Deneylerden once se¢ili
atiksu kaynagina aktif ¢gamurun aklimasyonu saglanmistir (F/M=0,25). Aklimasyon sonunda aktif
camurun 3500 mg UAKM/L oldugu belirtilmistir. Biyofloklardaki nanopartikiiler maddeler,
taramali elektron mikroskobu, transmisyon elektron mikroskobu ve enerji dagilimhi X-1s1n1
spektroskopisi ile analiz edilmistir. TiO, varliginda, goézlemlenen tiim protozoa tiirlerinin
sayilarinin azaldigi belirtilmistir. TiO; konsantrasyonu ylikseldikge, protozoa toplulugu tizerindeki
inhibisyon artmistir. TiO2 NP’lerinin, optik mikroskopi ile gozlemlenerek siliatlar ve rotifer
protozoalar1 tarafindan yutuldugu belirtilmistir. TiO2 NP’lerinin girisimi biyofloklarin hem
yiizeyinde hem de i¢inde gézlemlenmistir. Mikrobiyal popiilasyonun degisimi UAKM ve ¢camur
hacim indeksi parametreleri g6z 6niine alinarak izlenmistir. TiO2 NP’leri mikrobiyal popiilasyonun
ve respirasyon hizinin azalmasina sebep olmustur. UAKM ve SVI parametrelerinde de TiO>
NP’lerinin artmasi ile azalma gozlemlenmistir. Bunun nedeninin ise TiO’in biyofloklara
tutunmasindan oldugu belirtilmistir. TiO2 konsantrasyonu 50 mg/L’ye yiikseltildiginde bakterilerin
oksijen tiikketim hiz1 inhibisyonu artmis popiilasyonun yasayabilirligi azalmistir. 0,5 ve 1,0 mg/L
konsantrasyonlarinda TiO» fotokatalisti ile 20 giin aritma siiresince, TiO, NP’lerinin protozalarin
sayisinda oldukga bilyiikk bir azalmaya sebep oldugu gériilmiistiir. Olgiilen cikis KOI
konsantrasyonunun zamanla artma egiliminde oldugu belirtilmistir ve bu artis atiksu aritma
verimliliginin azaldiginin bir gostergesi olarak sunulmustur. Bununla beraber; c¢aligmada
biyofloklar 50 mg/L konsantrasyonuna kadar TiO NP’lerini tutabilmis ve c¢ikis suyunda

nanopartikiiler madde gozlemlenmemistir. (Supha vd., 2015).

UV ile olusan serbest oksijen radikalleri, TiO2 NP’leri varliginda biyofloklarin igine
yayilarak mikroorganizmalarla direk olarak temasa ge¢cmektedir. TiO, NP’ leri ilave edilmedigi

takdirde mikroorganizmalar {izerinde herhangi bir girisim gozlemlenmemektedir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Aerobik ardisik kesikli reaktorde TiO2 ve floklarin interaksiyonunun sematik gosterimi
(Supha vd., 2015)

Metal esasli nanopartikiiler yapidaki fotokatalistlerin aktif ¢amur iizerinde inhibitor etki
yaratabilecegi literatiirde ortaya konmasina karsin NFC-doplu TiO; fotokatalistinin, aktif ¢camur

izerindeki etkisini degerlendiren herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu ¢calismada;

1) Antibiyotik kalintilarinin evsel atiksulardan gideriminde etkinligi kanitlanmis NFC-doplu
Ti0, fotokatalistinin, aktif gamur iizerinde yaratacag etkilerin, hem sentetik hem de gergek
atiksular kullanilarak aerobik ortamda yiiriitiilecek deneysel ¢alismalarla karsilastirmali
olarak ortaya konulmasi,

2) Ayni zamanda hem sentetik hem de gercek atiksuya ayr1 ayr1 aklime olmus aktif gamurlar
icindeki mikrobiyal popiilasyonun performansindaki degisim de, yeni nesil dizileme ile
tamimlanarak, akut ve kronik maruziyet sonrasi popiilasyonun iyilesebilirliginin
degerlendirilmesi ile literatiire dnemli katkilar saglamasi,

3) Elde edilecek veriler ile evsel atiksu aritma tesisi tasarimci/igletmecilerine bu agidan faydali

bir bilgi tiretmek amaglanmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Reaktor Isletimi ve Respirometrik Deney Prosediirii

Biyolojik artilabilirlik amacgl respirometrik caligmalarda Manotherm RA-1000 cihazi
kullanilmistir. Hava debisi, OTH 6l¢iimlerinin en az 6-7 mg/L ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu
ile baslayacak sekilde ayarlanmis ve Olgiimlerde ototrofik ¢ogalmadan kaynaklanan oksijen
tilketimini engellemek amaciyla nitrifikasyon inhibitorii kullanilmistir. Evsel atiksu igeriginde
antibiyotik kalintilar1 gibi biyolojik olarak zor pargalanabilen madde varliginin yiliksek oldugu
bilinen ve Tekirdag ilinde halihazirda aktif olarak ¢alisan Corlu Evsel Atiksu Aritma Tesisinin
dengeleme iinitesinden, aklime edilen aktif camur numunesi ise yine bu tesisin havalandirma
tinitesinden alinmistir. Evsel atiksu aritma tesisi havalandirma havuzundan alinan aktif
camurun se¢ili karbon kaynagina (pepton) ve ¢alismada kullanilan gercek evsel atiksuya
laboratuvar ortaminda aklimasyonu, camur yasi1 10 giin ve F/M oran1 0,3 mg KOI/mg UAKM olan
doldur-bosalt iki ayr reaktorde gercgeklestirilmistir. Respirometrik ¢alismalarda bu aklimasyon
reaktorlerinden kararli hal kosullarinda alinan aktif camur numuneleri kullanilmistir. Reaktorlerin
isletilmesi sirasinda aerobik kosullarin saglanmasi igin siirekli olarak havalandirma saglanmistir.
Her giin ayni saatte reaktor havalandirmasi durdurulmus, 1 saat ¢okmeye birakildiktan sonra tist su
uzaklastirilacak, sentetik/gercek evsel atiksu ve mikro-makro element beslemesi yapilarak tekrar

reaktor havalandirmaya tabi tutulmustur.

Laboratuvar dlgekli doldur-bosalt reaktdr aerobik kosullar altida ¢amur yast 10 giin,
hidrolik bekletme siiresi 1 giin olacak sekilde sistem kararli hale gelene kadar sentetik ve gercek
atiksularla iki ayr1 aklimasyon reaktoriinde isletilmistir. Sentetik atiksu reaktorii, ISO 8192 test
prosediiriinde belirtildigi gibi (Cizelge 3.1) hazirlanmis olan pepton-et 6zii karigimi ile
reaktorlerdeki toplam KOI 600 mg/L olacak sekilde ve yine ISO 8192 de belirtildigi gibi
laboratuvar ortaminda hazirlanan makro-mikro elementleri igeren soliisyonlarla (Cizelge 3.2)

beslenmistir. Aklimasyon reaktdriiniin temsili sematik gosterimi Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 1: Reaktérlerin Sematik Cizimi

Sekil 3.1. Aklimasyon reaktoriiniin temsili sematik gosterimi

Cizelge 3.1. Pepton — Et 6zii Karisim1 (ISO 8192)

Konsantrasyon Kimyasal
16 g/L Pepton
11 g/L Et Ozii
3g/L Ure
0,7 g/L NaCl
0,4 g/L CaCL.2H>0
0,2 g/L MgS0O4.7H20
2.8 g/lL KoHPO4
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Cizelge 3.2. Aklimasyonda kullanilacak makro ve mikro elementler (1000 mg KOI igin 10 ml)

KIMYASAL MADDE KONSANTRASYON

K>HPO4 320 gr/l

SOL A KH2PO4 160 gr/l
NH4Cl 120 gr/l

MgS0O4.7H20 15 gr/l

FeSO4.7H20 0.5 gr/l

SOL B ZnS04.7H,0 0.5 gr/l
MnS0O4.3H,O 0.5 gr/l

CaCl 2 gr/l

Gergek evsel atiksu reaktorii de sentetik atiksu reaktoriine esdeger kosullarda hazirlanarak
isletilmis olup, reaktdre beslenecek gercek evsel atiksuda besi ve iz maddelerin eksikligi
olmadigindan Cizelge 3.2’deki makro-mikro element icerikli Sol A ve Sol B ¢ozeltilerinden ilave

edilmemistir.

Hem sentetik suya (pepton) hem de ger¢ek evsel atiksuya aktif camurun aklimasyonunun
ardindan, her iki mikrobiyal popiilasyon iizerine NFC-doplu TiO» fotokatalistinin akut ve kronik
etkisinin degerlendirilebilmesi icin farkli zamanlarda yiiriitiilen respirometrik analizlerde gerekli

olan mikrobiyal kiiltiir aklimasyon reaktorlerinden saglanmustir.

Respirometrik deneyler Ra-Combo (Applitek Co., Nazareth, Belgium) respirometre ile
stirekli havalandirma saglanarak yiiriitiilmiis ve OTH profilleri elde edilmistir. Tiim respirometrik
analizlerde, nitrifikasyon kaynakli O tiiketiminin dniine gegmek adina reaktorlere nitrifikasyon
inhibitorii (Formula 2533, Hach Company) ilave edilmistir. Deney siirecinde pH, sicaklik ve O»
konsantrasyonlar1 optimum seviyede tutulmustur. Respirometrik deneylere, reaktdre yalnizca
gerekli miktarda ilave edilmis biyokiitle ile baslanmis ve OURenq (i¢sel solunum hizi) elde
edilmistir. Sentetik/Gergek Evsel atiksu ve nanopartikiiler yapidaki yeni nesil fotokatalist madde

(inhibitor) ilavesi, respirometre reaktorii belirli bir siire i¢sel solunum seviyesinde ¢alistirildiktan
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sonra yapilmistir. Respirometre analizériiniin ve OTH profillerinin goriintiimii Sekil 3.2°de

verilmistir.
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Sekil 3.2. Respirometre analizoriiniin ve OTH profillerinin temsili goriintimleri

3.1.1. Aktif ¢amur iizerine NFC-doplu TiO: fotokatalistinin akut ve kronik etkisinin

belirlenmesi

Kronik etki belirleme ¢aligmalarinda aklimasyon reaktorlerine respirometrik ¢aligma dncesi
sirastyla pepton igerikli sentetik atiksu/ gercek evsel atiksu ile beraber 30 giin siireyle her giin
antibiyotik giderimde etkili oldugu literatiirde belirtilen 2,25 mg/LL dozunda NFC-doplu
TiO> fotokatalistinin beslemeleri yapilmistir. 30. giinlin ardindan, 20 giin boyunca fotokatalist
beslemesi kesilmis ve sadece sentetik atiksu/gergek evsel atiksu beslemesi yapilarak aktif
camurun yenilenebilirlik potansiyeli belirlenmistir. Fotokatalist beslemesi Oncesi reaktdrlerden
alinan biyokiitle ile akut etkinin, 30. giin reaktorlerden alinan biyokiitle ile kronik etkinin
tanimlanmasi, 50. giin reaktorlerden almman numune ile de biyokiitlenin 1iyilesebilirligi

degerlendirilmistir.

Pepton igerikli sentetik atiksu ve gercek evsel atiksuyun biyodegradasyonu {izerine

fotokatalistin etkisinin degerlendirilmesi, tipik pepton icerikli sentetik/gercek evsel atiksu
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biyodegradasyonu OTH (oksijen tiiketim hizi) profilini belirlemek i¢in sadece pepton icerikli
sentetik/gercek evsel atiksu ile yiiriitiilen respirometrik analizlerden elde edilen veriler ile pepton
icerikli sentetik/gercek evsel atiksuya fotokatalist ilavesi sonrasi yiiriitiilen respirometrik

analizlerden elde edilen verilerin kiyaslanmasi seklinde yapilmistir.

Akut etkinin degerlendirilmesinde kullanilan mikrobiyal kiiltiir, aklimasyonun ardindan
reaktorden saglanmistir. Kronik etkinin degerlendirilmesinde kullanilan mikrobiyal kiiltiiriin
saglanmas1 ig¢in ise, akut etki belirlendikten sonra aklimasyon reaktdriine pepton igerikli
sentetik/gercek evsel atiksu ile birlikte 2,25 mg/L konsantrasyonunda NFC-doplu TiO;
fotokatalistinin beslemesi yapilmistir. Cizelge 3.3’de calismada yiiriitiilen respirometrik analizler

siralanmustir.

Aklimasyon reaktorlerin kararli hale ulastigi KOI, AKM ve UAKM parametrelerinin
analizi ile degerlendirildikten sonra respirometrik analizlere baslanmis, respirometrik analizler
sirasinda da mikrobiyal tiirlerin yeni nesil dizileme calismalar i¢in gerekli numuneler 6nceden
sterilizasyonu yapilmis vial numune kaplarina alinarak buzdolabinda korumaya tabi tutulduktan

sonra, 16S Metagenomics Hizmeti alinacak laboratuvara iletilmistir.
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Cizelge 3.3. Calismada yiiriitiilen respirometrik analizler

Analiz Isimlendirmesi Giin
1)Evsel Atiksu Kontrol 0

2)Pepton Kontrol
1)Evsel Atiksu Akut 0
2)Pepton Akut
1)Evsel Atiksu Kronik 30
2)Pepton Kronik
1)Evsel Atiksu Yenilenebilirlik 50
2)Pepton Yenilenebilirlik

3.1.2. Analitik prosediirler

Caligma siiresince, KOI, Cozlinmiis KOI, AKM ve UAKM odl¢iimleri gergeklestirilmistir.
KOI deneyleri ISO 6060 prosediiriine gore, Renk oOlgiimleri ise ISO 7887 metoduna gore
yapilmistir. Cozlinmiis KOI i¢in numuneler 0.45 pm gézenek capl filtre ile filtrelendikten sonra

analiz edilmistir. AKM ve UAKM deneyleri Standart Metotlar’da belirtildigi gibi yapilmustir.
3.2. Toz formda NFC-doplu TiO; Fotokatalistin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
3.2.1. Fotokatalistin hazirlanmas

Sol jel metoduyla (Sato, 1976) laboratuvar ortaminda oda sicakliginda toz formda azot-flor-
karbon doplu (NFC-doplu) TiOxfotokatalistinin hazirlanmasina 6ncelikle, NF-doplu
TiO> hazirlanmasi ile baslanmistir. Bunun igin, buzlukta 0°C’ye sogutulmus 25mL %30’ luk sulu
amonyak ¢ozeltisi, 25 mL %97°1ik TTIP‘e manyetik karistici ile hizla karigtirilarak eklenmistir.
Eklenecek amonyum hidrojen floriir (NH4F-HF- Sigma Aldrich) miktarini belirlemek i¢in ¢okelti
sathasindayken sirasiyla farklt NH4F-HF(g)/TTIP(ml) oranlarinda fotokatalistler hazirlanmistir.
NF-doplu fotokatalist heniiz ¢okelti halinde iken i¢ine ilave olarak 0,05 g Sigma Aldrich’den temin

edilen karbon nano partikiiller ilave edilmis ve ardindan elde edilen c¢okelti yikanip
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santrifiijlendikten sonra 450°C’de 2 saat kalsine edilerek anataz formda NFC-doplu

Ti0; fotokatalist haline gelmesi saglanmustir.
3.2.2. Fotokatalistin karakterizasyonu

Elde edilen fotokatalistin karakterizasyonu i¢in SEM (Scanning Electron Microscope)
taramasi ile NFC-doplu TiO; fotokatalistinin boyutu ve motfolojik yapisinin dogrulamasinin
yapilmasi, 5 um ¢6ziiniirliik ve 1000-20 000 kat biiyiitmede ¢ok hassas 6l¢ekte NFC doplamasinin
etkilerinin gézlemlenmesi amaglanmistir. Raman Spektroskopi ile de bu ¢alismada hazirlanan
fotokatalistin anataz formda oldugunun tespit edilmesi amaclanmis ve hem SEM taramasi hem de
Raman Sagilmalarinin tespiti igin hazirlanan numune NKU NABILTEM laboratuvarina

gonderilmistir.
3.3. Mikrobiyal Kiiltiir’iin Belirlenmesi

3.3.1. DNA izolasyonu

Bu calismada hazirlanan fotokatalisti ilave etmeden 6nce ve sonra 50 ml aktif camur 6rnegi
alinarak mikrobiyal tiirlerin belirlenmesine yonelik yapilacak yeni nesil dizileme ¢aligmasi igin
toplam DNA izolasyonu yapilmistir. Bunun i¢in toprak, diski ve diger ¢cevresel 6rneklerinden DNA
izole etmekte kullanilabilen Invitrogen PureLink™ Microbiome DNA Purifikasyon Kiti
(ThermoFisher, ABD) kullanigmis olup, kitin toprak drnekleri i¢in tavsiye edilen DNA izolasyon
prosediirii takip edilmistir. Izole edilebilecek DNA konsantrasyonunun 10-15 ng/uL’dir.

DNA Izolasyonu igin; aktif ¢camur popiilasyonundan alinan 50 mL 6rnek, santrifiijle
cokeltildikten sonra, pelet 2 kez steril fosfat tamponlu salin soliisyonuyla yikanip, 1X TE (Tris-
EDTA) soliisyonunda ¢oziilmiistiir. Cizelge 3.4’te gosterilen TE tampon ¢6zeltisi igerigi 100mL
distile suda ¢oziiliip otoklav ile steril edilerek hazirlanmistir. Fosfat tamponlu salin soliisyonu
(PBS) ise Cizelge 3.5’te verilen igeriklerin 1 L distile suda ¢6ziiliip, pH’s1 7.4’e ayarlandiktan sonra
otoklavda steril edilmesiyle hazirlanmistir. TE tamponunda hazirlanan soliisyondan ImL aktif
camur 6rnegi alinacak ve 6000 rpm’de 20 dakika ¢oktiiriildiikten sonra iistte kalan sivi atilmig ve
pelet 600uL kit igeriginde bulunan lizis tampon ¢ozeltisiyle karistirilmis, tistiine 100uL lizisi

artiran tampon ¢ozeltisi eklenmis ve kisa bir siire vorteks ile karistirilmistir. Sonrasinda 65°C’de
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su banyosunda 10 dakika bekletilmis ve vorteksle en yiiksek hizla 10 dakika homojenize edilip
14.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir.

Cizelge 3.4. Fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi igerigi

Icerik Miktar
NaCl 8g
KClI 02¢g
Na;HPOg4 144 ¢
KH2PO4 024 ¢

Cizelge 3.5. TE Tampon ¢ozeltisi icerigi (10mM Tris, ImM EDTA)

Icerik Miktar
1 M Tris-HCI stok soliisyonu 1 mL
0.5 M EDTA soliisyonu 0.2 mL

Ustte kalan s1v1 fazdan 400 pL almarak yeni bir mikrosantrifiij tiipiine konup 250 uL kitin
temizleme tampon ¢ozeltisi eklenip derhal karistirilmig, 10 dakika buzda bekletilip 14.000 rpm
hizinda 1 dakika santrifiijlenmis ve {ist s1v1 fazdan 500 pL yeni bir mikrosantrifiij tiipline alinmistir.
Uzerine 900 pL baglanma tamponu eklenmistir. Olusan 1400 puL ¢dzeltinin yarist kitle verilen
kolonlu tiipe konulmus, 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Kolonun altina gegen sivi
atildiktan sonra, geride kalan ¢ozelti ayni sekilde kolonlu tiipe konup ayni hizda 1 dakika
santrifiijlenmistir. Bu asamayla ornekteki DNA kolona yapisarak izolasyonu gerceklesmistir.
DNA’nin konstantrasyonunu ve safligmi belirlemek i¢in NABILTEM’de kiigiik hacimli,
spektrofotometre ile 260 nm’de 6l¢iim yapilmistir. Ayrica yine NABILTEM de DNA’larm kiriksiz
oldugunu gostermek icin de %2 konsantrasyonlu agaroz jelde DNA 6rnekleri igerigi Cizelge 3.6’da
verilen 1X TBE (Tris borik asik EDTA) tamponu kullanilarak 180 volt elektrik akiminda 30 dakika
yiiriitiilmiis, referans olarak kullanilan 100 baz ¢iftlik markér DNA ile karsilastirilarak kirik olup
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olmadig1 gosterilmistir. Goriintiileme i¢in etidyum bromid boyast kullanilmistir. 30 dakikanin
sonunda jel UV 15181 altinda goriintiilenmis (Infinity 1100, Vilber Lourmart) ve fotografi
cekilmistir.

Cizelge 3.6. 1L TBE Tampon ¢ozeltisi (10X) igerigi, pH 8.3

Icerik Miktar
Tris 540¢g
Borik asit 255¢g
Na;EDTA 744 ¢

Iyi kalitede oldugu belirlenen DNA &rneklerinde hangi tiirlere ait ka¢c kopya DNA
oldugunun belirlenmesi i¢in numuneler yeni nesil sekanslama yapilacak laboratuvara gonderilene
kadar -20°C’de saklanmis ve kronik etkinin belirlendigi 50. Giin numunesi de alindiktan sonra

ilgili laboratuvara iletilmistir.
3.3.2. Yeni nesil sekanslama

DNA izolasyonundan sonra yeni nesil sekanslama hizmeti i¢in firmaya gonderilen DNA
orneklerinin kalitesi kontrol edilmektedir. Metagenom calismalari i¢in 6rneklerin DNA miktar1 ve
kalitesi belli standartlara uymalidir. DNA miktar tespiti, Qubit 3 florometre cihazinda
yapilmaktadir. Picogreen boyasi sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglanir. Genomik DNA disinda,
normal spekstroskopik metodlarda konsantrasyonun normalden fazla gériinmesine yol agan RNA
kalintilar1 veya diger kontaminantlar Picogreen ile etkilesmez ve daha dogru sonugclar elde edilir.
Dokudan elde edilen DNA 0Ornekleri i¢in beklenen konsantrasyon 50 ng/ulL’dir. Eger DNA

konsantrasyonu 50 ng/ul.’den az ise, DNA izolasyonu tekrar edilmektedir.

DNA izolasyonundan sonraki agamalarda ilk olarak; PCR asamasinda tiir tespitinde en sik
kullanilan degisken bolge, 16S ribozomal RNA geninin V3 ve V4 bolgeleridir. V3 ve V4

bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilacak ileri ve geri yonlii primer dizileri asagidaki gibidir:
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e 16S Amplicon PCR Forward Primer = 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

e 16S Amplicon PCR Reverse Primer = 5'
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

Bu primer c¢ifti yaklasik 460 bazlik bir bolgeyi ¢ogaltir. Yeni nesil dizileme okumasindan

once, amplikon kiitliphanesi hazirlig1 sirasinda PCR ile 6rnekteki 16S V3 ve V4 bolgeleri ¢cogaltilir.
PCR kosullar1 ve kullanilan malzemeler; 2.5 pul Mikrobiyal DNA (5 ng/ul), 5 pl ileri yonlii primer
1 uM, 5 wl geri yonlii primer 1 pM, 2X KAPA HotStart PCR karigimi 12.5 pl olmak {izere toplam
25 ul hacmindedir. PCR kosullar1 95 °C’de 3 dakika, takip eden 25 dongii i¢in sirasiyla 95 °C’de
30 saniye, 55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 30 saniye, daha sonra 72 °C’de 5 dakikadir. Ornekler 4

°C’de saklanir.

Ikinci olarak; PCR iiriinii temizligi asamasinda AMPure XP (Beckman Coulter) manyetik
boncuklar kullanilarak, primer dimerler ve serbest primerler uzaklastirilir. Bu asama iki adimda
gerceklesir. Ilk adimda, her drnege 20 mikrolitre AMPure XP manyetik boncuk eklenir ve
pipetlenerek karistirilir. Manyetik stand kullanilarak istenilen PCR iirlinlerinin manyetik
boncuklara tutunmasi saglanir. ikinci adimda ise, kontaminasyonu &nlemek icin, 200 mikrolitre
%80’1ik etanol ile manyetik boncuk ekli 6rnekler 2 kere yikanir. Yikandiktan sonra saf PCR {iriinii,

50 mikrolitre 10 Mm pH 8.5 Tris soliisyonunda saklanir.

Uciincii olarak; indeks PCR asamasimnda PCR iiriinlerine, yeni nesil dizileme okumasi
sirasinda farkli 6rneklerin ayirt edilebilmesi ve birden fazla 6rnegin tek okumada sonug verebilmesi
icin “indeks barkod” gorevi goren Ozel baz dizileri ve PCR iiriinlerinin yeni nesil dizileme
cihazindaki 6zel oligo baglanma bolgelerine tutunabilmesini saglayan “adaptor’” dizileri eklenir.
Nextera XT indeks kiti kullanilarak yapilan bu islemde her 6rnege 2 indeks barkod bolgesi,
asagidaki kisa PCR kosullarinda baglanir. Kullanilan malzemeler; 5 pl DNA, 5 pl Nextera XT
Indeks Primer 1(N7xx), 5 pl Nextera XT indeks Primer 2 (S5xx), 25 ul 2X KAPA HotStart PCR
Karisimi ve 10 pl su olmak iizere toplam 50 pl hacmindedir. PCR kosullar1 95 °C’de 3 dakika,
takip eden 8 dongli i¢in sirasiyla 95 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 30 saniye, daha
sonra 72 °C’de 5 dakikadir. Ornekler 4 °C’de saklanir.
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Dordiincii olarak; 2. kez gergeklestirilen PCR {irlinii temizligi asamasinda AMPure XP
(Beckman Coulter) manyetik boncuklar kullanilarak, primer dimerler ve serbest primerler
uzaklastirilir. Bu asama iki adimda gergeklesir. ilk adimda, her 6rnege 56 ul AMPure XP manyetik
boncuk eklenir ve pipetlenerek karistirilir. Manyetik stand kullanilarak istenilen PCR iirlinlerinin
manyetik boncuklara tutunmas saglanir. Ikinci adimda ise, kontaminasyonu dnlemek icin, 200
mikrolitre %80’lik etanol ile manyetik boncuk ekli 6rnekler 2 kere yikanir. Yikandiktan sonra saf

PCR fiiriinii, 25 mikrolitre 10 Mm pH 8.5 Tris soliisyonunda saklanir.

Besinci olarak; kiitiiphane miktar tayini, normalizasyon ve birlestirilmesi asamasinda
[llumina MiSeq cihazindan yiiksek kalitede veri elde etmek i¢in, cihazdaki her akiskan hiicre
iizerinde optimum kiimelenmeyi saglamak gerekir. Bu yiizden kiitiiphane miktar tayininin daha
hassas tespiti icin, spektroskopi yerine Real Time PCR teknigiyle olusturulan kiitiiphanelerin
kantifikasyonu yapilir.

Kiitiiphanelerin birlestirilmeden 6nce esit oranda temsili i¢in normalizasyon agsamasi, manyetik
boncuklar kullanilarak gergeklestirilir. Manyetik boncuklarin kiitiiphaneye tutunma kapasitesi

benzer oldugundan, her 6rnek, kiitiiphaneler birlestirilince esit oranda temsil edilmektedir.

Son olarak; MiSeq okumasi agsamasinda ise MiSeq cihazinda sekanslama yapilarak sonuglar

okunur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kontrol Reaktoriiniin Aklimasyon Calismalari

Aklimasyon ¢aligmalarina baglamadan dnce Corlu Evsel Atiksu Aritma Tesisi dengeleme
havuzundan alman evsel atiksu icin karakterizasyon calismasi yapilmistir. Karakterizasyon
parametreleri Cizelge 4.1°de gosterilmektedir. Bu parametrelere dayanarak, ¢alismada kullanilan

atiksuyun genel evsel atiksu 6zellikleriyle paralel karakterde oldugu gozlemlenmistir.

Cizelge 4.1. Aklimasyon ¢alismalarinda kullanilan evsel atiksu karakterizasyon parametreleri

Parametre Deger
KOI (mg/L) 700
Coziinmiis KOI (mg/L) 450
AKM (mg/L) 250
TKN (mg/L) 50
NH3-N (mg/L) 23
TP (mg/L) 8,5
pH 6,5

Aklimasyon c¢alismalarinda aktif ¢gamur kararl hale getirilmek adina 30 giin boyunca F/M
oran1 0.35 olacak sekilde hem evsel atiksu hem de pepton ile iki ayr1 reaktdrde beslenmistir. Evsel
atiksu ile besleme yapilan reaktdre evsel atiksu reaktorii, pepton ile besleme yapilan reaktore
pepton reaktorii isimleri verilmistir. Kararli halin tespiti amaciyla, AKM ve UAKM
parametrelerinin yan1 sira reaktdr ¢ikis suyunda KOI parametresi izlenmis ve bu parametreler

zamanla stabil hale gelmistir.

Aktif ¢amurun evsel atiksuya gergeklestirilen aklimasyonu sirasinda 6lgiilen 30 giinliik
AKM, UAKM ve cikis suyu KOI parametreleri sirasiyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de gosterilmistir.
Aktif camurun peptona gerceklestirilen aklimasyonu sonucu dl¢iilen 30 giinlik AKM, UAKM ve

cikis suyu KOI parametreleri sirastyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.1. Evsel atiksu i¢in aklimasyon siiresi boyunca izlenen AKM ve UAKM parametreleri
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Sekil 4.2. Evsel atiksu i¢in aklimasyon siiresi boyunca izlenen ¢ikis suyu KOI parametresi
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Sekil 4.3. Pepton i¢in aklimasyon siiresi boyunca izlenen AKM ve UAKM parametreleri
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Sekil 4.4. Pepton i¢in aklimasyon siiresi boyunca izlenen ¢ikis suyu KOI parametresi

Doldur-bosalt reaktdrlerde beslenen iki ayr1 aktif camur numunesi 10 giinliik camur yasinda
30 giinliik siire zarfinda kararli hale gelmistir. Kararli hal kosullarinda evsel atiksu reaktoriinde

UAKM 800 mg/L. ve AKM 1600 mg/L olarak, pepton reaktorinde UAKM 2000 mg/L ve AKM
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3250 mg/L olarak olgiilmiistiir. Bu degerlere gore evsel atiksu reaktériinde UAKM/AKM degeri
%50, pepton reaktdriinde ise %60’tir. Kararli kosullar altinda reaktdrlerde cikis suyu KOI
parametresi degerleri evsel atiksu ve pepton reaktorii i¢in sirasiyla 35-40 mg/L ve 70-75 mg/L

olarak ol¢iilmiistiir.
4.2. Respirometrik Deney Sonuclari

Ik olarak, kontrol reaktdrlerinin performanslarini incelemek amaciyla gerceklestirilen
respirometrik deneyler, nanopartikiiler madde ilavesi olmaksizin sadece aktif camurdan alinan
ornek 1ile secili karbon kaynagmin respirometrenin reaktoriine ilave edilmesi ile
gerceklestirilmistir. Ayrica, nitrifikasyondan kaynakli O tiiketiminin 6niine gegmek amaciyla 1
mg/L konsantrasyonunda nitrifikasyon inhibitorii ilave edilmistir. Evsel atiksu aktif camuru i¢in
yapilan kontrol deneyinde; F/M degeri 0,18 mg KOi/mg UAKM, KOI degeri 170 mg/L ve UAKM
degeri 950 mg/L olarak belirlenmistir. Pepton aktif camuru i¢in yapilan kontrol deneyinde ise, F/M
degeri 0,15 mg KOI/mg UAKM, KOI degeri 300 mg/L ve UAKM degeri 2000 mg/L olarak
belirlenmistir. Evsel atiksu aktif camuru igin gergeklestirilen respirometrik deney sonucu elde
edilen OTH ve KOI profilleri sirasiyla Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Pepton aktif camuru
icin gergeklestirilen respirometrik deney sonucu elde edilen OTH ve KOI profilleri Sekil 4.7 ve
Sekil 4.8de verilmistir. Pepton reaktdriinde KOI giderim verimi %90, evsel atiksu reaktdriinde ise

KOI giderim verimi %87,3’tiir.
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Sekil 4.5. Evsel atiksu kontrol deneyi OTH grafigi
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Sekil 4.6. Evsel atiksu kontrol deneyi KOI grafigi
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Sekil 4.7. Pepton kontrol analizi OTH grafigi
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Sekil 4.8. Pepton kontrol analizi KOI grafigi

OTH egimi altinda kalan alan substrat kullaniminda tiiketilen oksijen ve i¢sel solumunla
tiikketilen oksijen (DOgnq) miktarlarinin toplamin1 vermektedir (DOrotal). Buradan hareketle evsel
atiksu aktif camuru icin gergeklestirilen kontrol deneyinde, DOrotal 171 mg/L ve DOgna 67 mg/L
olarak hesaplanmustir. Tiiketilen toplam oksijenin 128 mg/L’si kolay ayrisabilir KOI

biyodegradasyonunda kullanilmistir. Aynt zamanda pepton aktif ¢amuru igin gergeklestirilen
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kontrol deneyinde, DOtotal 294 mg/L ve DOgnd 168 mg/L olarak hesaplanmustir. Tiiketilen toplam
oksijenin 141 mg/L’si kolay ayrisabilir KOI biyodegradasyonunda kullanilmistr.

4.2.1. Akut deneyler

Akut deneylerde respirometrenin reaktoriine nitrifikasyondan kaynakli O tliketiminin
oniine gecmek amaciyla 1 mg/L konsantrasyonunda nitrifikasyon inhibitorii ilave edilmistir. Buna
ek olarak, antibiyotik gideriminde efektif konsantrasyonu 2,25 mg/L olarak bilinen NFC-doplu
TiO2 respirometrenin reaktoriine substrat ile birlikte ilave edilmistir. Evsel atiksu ile
gerceklestirilen respirometrik deneyde, F/M degeri 0,18 mg KOI/mg UAKM, KOI degeri 170
mg/L ve UAKM degeri 950 mg/L olarak belirlenmistir. Pepton ile gergeklestirilen respirometrik
deneyde, F/M degeri 0,18 mg KOI/mg UAKM, KOI degeri 300 mg/L ve UAKM degeri 2000 mg/L

olarak belirlenmistir.

Evsel atiksu i¢in gerceklestirilen akut respirometrik deney sonucu elde edilen OTH ve KOI
grafikleri sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Maksimum O; tiiketim hizi kontrol
reaktoriine kiyasla, 82.7 mg/L.h’den 61.6 mg/L.h’ye diismiistiir. DOTota1 132 mg/L ve DOgng 48
mg/L olarak hesaplanmistir. Tiiketilen toplam oksijenin 94 mg/L’si kolay ayrisabilir KOI
biyodegradasyonunda kullanilmistir. Kontrol deneyine kiyasla DOtota1 39 mg/L, DOEgndise 19 mg/L
azalmistir. Buradan hareketle, toplam tiiketilen O, miktarinda azalma gozlemlenmistir. Toplam
tiiketilen oksijende, i¢sel solunumda tiiketilen O2 miktarmin pay1 yaklasik %3 azalmistir. Bu
bilgiler 1s1ginda, bakteri aktivitesinde dramatik bir inhibisyonun godzlemlenmedigi ancak
tiiketebildikleri substrat miktarinin azalmis oldugu gozler oniine serilmistir. KOI giderim verimi,
evsel atiksu biyodegradasyonu acisindan degerlendirildiginde %87,3’ten %76.8’e diismiistiir.
Evsel atiksu i¢in kontrol ve akut analiz sonucu elde edilen OTH grafikleri Sekil 4.11°de beraber

verilmistir.
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Sekil 4.10. Atiksu akut analiz KOI grafigi
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Sekil 4.11. Atiksu kontrol ve akut analiz OTH grafikleri

Pepton icin gerceklestirilen akut respirometrik deney sonucu elde edilen OTH ve KOI
grafikleri sirastyla Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de verilmistir. Maksimum O tiiketim hizi kontrol
reaktoriine kiyasla 305,6 mg/L.h’ten 236,2 mg/L.h’e diismiistiir. DOrota1 226 mg/L ve DOgna 85
mg/L olarak hesaplanmustir. Tiiketilen toplam oksijenin 171 mg/L’si kolay ayrisabilir KOI
biyodegradasyonunda kullanilmistir. Kontrol deneyine kiyasla DOtota1 68 mg/L, DOEgndise 83 mg/L
azalmistir. Buradan hareketle, toplam tiiketilen O; miktarinda azalma gézlemlenmistir. Toplam
tiiketilen oksijende, igsel solunumda tiiketilen O2 miktarinin pay1 yaklasik %20 azalmistir. Bu
bilgiler 15181nda hem bakteri aktivitesinde hem de aktif camurun tiiketebildigi substrat miktarinda
azalma oldugu gozler dniine serilmistir. KOI giderim verimi, pepton biyodegradasyonu agisindan
degerlendirildiginde ise %90’dan %81,7’ye diismiistiir. Pepton i¢in kontrol ve akut analiz sonucu

elde edilen OTH grafikleri Sekil 4.14’de beraber verilmistir.
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Sekil 4.14. Pepton kontrol ve akut analiz OTH grafikleri

Grafiklerden de anlasilacagi lizere, diisiik konsantrasyonda olsa dahi her iki substrat
kaynagi i¢in gerceklestirilen respirometrik analizlerde de NFC-doplu TiO; fotokatalisti OTH’ n1 az
da olsa inhibe etmistir ancak KOI giderim verimlerine bakildiginda, reaktorlerin performansi

dramatik 6l¢iide degismemistir.
4.2.2. Kronik deneyler

NFC-doplu TiO> fotokatalistinin evsel atiksu ve pepton biyodegradasyonu iizerindeki
kronik etkisini belirleme amaci ile iki farkli doldur-bosalt reaktér kurulmustur. Reaktorler 30
giinliik siire zarfinda F/M orani1 0.35 olacak sekilde se¢ili substrat kaynagina ilave olarak 2,25 mg/L
konsantrasyonunda NFC-doplu TiO: fotokatalisti ile beslenmistir. 30 giin boyunca reaktor
performanslari, AKM ve UAKM parametrelerinin yam sira reaktdr ¢ikis suyu KOI parametresi
izlenerek degerlendirilmistir. 30 giin sonunda evsel atiksu reaktoriinde UAKM 535 mg/L ve AKM
1635 mg/L olarak, pepton reaktdriinde UAKM 840 mg/L ve AKM 1487 mg/L olarak dl¢lilmiistiir.
Bu degerlere gore evsel atiksu reaktoriinde UAKM/AKM degeri %32, pepton reaktdriinde ise
%56’t1r. 30 giin sonunda reaktdrlerde cikis suyu KOI parametresi degerleri evsel atiksu ve pepton

reaktorii icin sirastyla 170-175 mg/L ve 115-120 mg/L olarak 6l¢iilmiistiir. 30 giinliik siire sonunda,
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her iki reaktdr icin de UAKM/AKM vyani canlilik oraninda ve KOI giderim veriminde diisiis
gozlemlenmistir. 30. giin sonunda her iki reaktorden de aktif camur numunesi alinarak kronik etkiyi

belirlemek adina respirometrik analiz gerceklestirilmistir.

Aktif camurun evsel atiksu ile beraber fotokatalistle beslenmesi sirasinda dl¢iilen 30 glinliik
AKM, UAKM degerleri ve KOI giderim verimi sirastyla Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’te gdsterilmistir.
30 giinliik siire boyunca UAKM/AKM oran1 evsel atiksu reaktdriinde %50’den %32’ye, KOI
giderim verimi ise %87°den %9’a diismiistiir. UAKM/AKM oranindaki azalma ilk 15 giin olduk¢a
hizli gergeklesmistir. 15 giiniin ardindan devam eden siirecte daha yavas bir azalma s6z konusudur.
Canlilik oranindaki bu azalma ilk 15 giin AKM konsantrasyonunun nispeten sabit kalmasina karsin
UAKM konsantrasyonunun azalmasindan kaynaklanmaktadir. KOI giderim verimi ise canlilik

oraninin azalmasini takiben ilk 15 giiniin ardindan daha hizli trende gegcmistir.
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Sekil 4.15. Evsel atiksu i¢in 30 giinliik fotokatalist beslemesi boyunca izlenen AKM
ve UAKM parametreleri
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Sekil 4.16. Evsel atiksu i¢in 30 giinliik fotokatalist beslemesi boyunca izlenen ¢ikis
suyu KOI parametresi

Aktif camurun pepton ile beraber fotokatalistle beslenmesi sirasinda 6l¢iilen 30 gilinliik
AKM, UAKM degerleri ve KOI giderim verimi sirasiyla Sekil 4.17 ve Sekil 4.18°da gosterilmistir.
30 giinliik siire boyunca UAKM/AKM orani pepton reaktoriinde %60’tan %56’ya, KOI giderimi
ise %90’dan %60’a diigmiistir. UAKM/AKM oraninda 30 giinliik kronik besleme zarfinda
dramatik bir degisim gozlemlenmemistir. Bunun nedeni, UAKM ve AKM konsantrasyonlarinin
birbirine paralel olarak azalmasidir. Canlilik oraninda biiylik bir degisim gozlemlenmemesine
karsin, KOI giderim verimi ilk 10 giinliik besleme siiresince hizli bir sekilde azalmistir. KOI

giderim verimindeki azalma ilk 10 giiniin ardindan daha yavas seyretmistir.
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Sekil 4.17. Pepton i¢in 30 giinliik fotokatalist beslemesi boyunca izlenen AKM ve

UAKM parametreleri
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Sekil 4.18. Pepton i¢in 30 giinliik fotokatalist beslemesi boyunca izlenen ¢ikis suyu
KOI parametresi

Kronik deneylerde respirometrenin reaktdriine nitrifikasyondan kaynakli O tliketiminin

oniine gegmek amaciyla 1 mg/L konsantrasyonunda nitrifikasyon inhibitorii ilave edilmistir. Buna
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ek olarak, antibiyotik gideriminde efektif konsantrasyonu 2,25 mg/L olarak bilinen NFC-doplu
TiO2> respirometrenin reaktoriine substrat ile birlikte ilave edilmistir. Evsel atiksu ile
gerceklestirilen kronik deneyde, F/M degeri 0,24 mg KOi/mg UAKM, KOI degeri 300 mg/L ve
UAKM degeri 1222 mg/L olarak belirlenmistir. Pepton ile gerceklestirilen respirometrik deneyde,
F/M degeri 0,15 mg KOI/mg UAKM, KOI degeri 225 mg/L ve UAKM degeri 1500 mg/L olarak

belirlenmistir.

Evsel atiksu biyodegradasyonunun kronik inhibisyonunu belirlemek i¢in gergeklestirilen
respirometrik deney sonucu elde edilen OTH ve KOI grafikleri sirasiyla Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de
verilmistir. DOTota1 59 mg/L ve DOgng 40 mg/L olarak hesaplanmistir. Tiiketilen toplam oksijenin
30 mg/L’si kolay ayrisabilir KOI biyodegradasyonunda kullanilmistir. Kontrol deneyine kiyasla
DOrotat 113 mg/L, DOgnaise 27 mg/L azalmigtir. Buradan hareketle, toplam tiiketilen O> miktarinda
oldukga biiylik bir azalma gozlemlenmistir. Toplam tiiketilen oksijende, i¢sel solunumda tiiketilen
O2 miktarinin pay1 yaklasik %30 artmistir. Bu bilgiler 15181nda, bakteri aktivitesinin devam ettigi
ancak substrat miktarmin neredeyse tamaminin biyodegrade edilemedigi goriilmiistiir. KOI
giderim verimi, evsel atiksu biyodegradasyonu agisindan degerlendirildiginde kontrol deneyine

gore %87,3’ten %7’ ye diigmiistiir.
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Sekil 4.19. Atiksu kronik analiz OTH grafigi
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Sekil 4.20. Atiksu kronik analiz KOI grafigi

Pepton biyodegradasyonunun kronik inhibisyonunu belirlemek i¢in gerceklestirilen
respirometrik deney sonucu elde edilen OTH ve KOI grafikleri sirastyla Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de
verilmistir. DOtota1 200 mg/L ve DOgnd 113 mg/L olarak hesaplanmustir. Tiiketilen toplam oksijenin
102 mg/L’si kolay ayrigabilir KOI biyodegradasyonunda kullanilmistir. Kontrol deneyine kiyasla
DOrotal 94 mg/L, DOgnaise 55 mg/L azalmistir. Buradan hareketle, toplam tiiketilen O, miktarinda
oldukga biiyiik bir azalma gozlemlenmistir. Toplam tiiketilen oksijende, i¢sel solunumda tiiketilen
O, miktarinin pay1 hemen hemen aym kalmistir. KOI giderim verimi, pepton biyodegradasyonu
acisindan degerlendirildiginde kontrol deneyine gore %90’dan %60’a diismiistiir. Pepton igin
gerceklestirilen kontrol ve kronik analiz sonucu elde edilen OTH grafikleri Sekil 4.23’de beraber

verilmistir.
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Sekil 4.21. Pepton kronik analiz OTH grafigi
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Sekil 4.22. Pepton kronik analiz KOI grafigi
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Sekil 4.23. Pepton kontrol ve kronik analiz OTH grafikleri

Evsel atiksu biyodegradasyonunda aktif camur NFC-doplu TiO: fotokatalistinden pepton
biyodegradasyonuna gore oldukca yiiksek oranda inhibe olmustur. Ancak bu inhibisyon ayni
zamanda evsel atiksuyun igerdigi mikrokirleticilere de atfedilebilir. Atiksu igeriginde yalnizca
fotokatalist oldugu varsayilirsa pepton biyodegradasyonunda oldugu gibi toplam KOI giderim
verimi %30 azalmis olacaktir. Bu azalma yiizdesi ¢ikis suyu KOI standartlarini saglamak agisindan
nispeten ¢ok yiiksek degildir. Buradan hareketle, atiksuyun igerdigi mikrokirletici ¢esitliligi ve
konsantrasyonu konvansiyonel aktif gamur ve ileri oksidasyon prosesini barindiran kombine aritma
sistemlerinde oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir. Buna ek olarak uygulanacak potansiyel kombine
aritma tesisinde, evsel atiksuyun icerdigi mikrokirleticiler ileri oksidasyon prosesi ile
giderileceginden, bu mikrokirleticiler aktif camur i¢in inhibisyon kaynagi olmaktan ¢ikacaktir. Bu
durumda, pepton biyodegradasyonunda gdzlemlendigi gibi, fotokatalist KOI giderim verimini

tamamen inhibe etmeyecektir.
4.2.3. Yenilenebilirlik deneyleri

NFC-doplu TiO> fotokatalistinin evsel atiksu ve pepton biyodegradasyonu iizerindeki

inhibisyon etkinin belirlenmesinin ardindan 20 giin siire zarfinda reaktorlere fotokatalist beslemesi
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durdurulmus ve sadece segili substrat kaynag: ile beslenmistir. Boylece inhibitor etki sonunda
mikroorganizmalarin performanslarinin hangi dl¢iide diizeldigi gézlemlenmistir. 20 giin sonunda
evsel atiksu reaktdriinde UAKM 425 mg/L ve AKM 788 mg/L olarak, pepton reaktoriinde UAKM
725 mg/L ve AKM 1450 mg/L olarak olciilmiistiir. Bu degerlere gore evsel atiksu reaktoriinde
UAKM/AKM degeri %54, pepton reaktoriinde ise %50°dir. 20 giin sonunda reaktorlerde ¢ikis suyu
KOI parametresi degerleri evsel atiksu ve pepton reaktdrii icin sirastyla 135-140 mg/L ve 50-55
mg/L olarak dl¢iilmiistiir. 20 giin sonunda KOI giderimi, evsel atiksu biyodegradasyonu agisindan
degerlendirildiginde verim %85, pepton biyodegradasyonu agisindan degerlendirildiginde ise

%12°dir.

Aktif camurun evsel atiksu ile beraber fotokatalist ilavesi olmaksizin beslenmesi sirasinda
dliilen 20 giinliik AKM, UAKM degerleri ve KOI giderim verimi sirasiyla Sekil 4.24 ve Sekil
4.25°de gosterilmistir. 20 giinliik siire boyunca UAKM/AKM orant evsel atiksu reaktoriinde %50
civarinda sabit kalmistir, KOI giderim verimi ise %12 ve %7 arasinda kalmstir. Evsel atiksu ile
beslenemen aktif camurda KOI giderim verimi agisindan herhangi bir iyilesme gdzlemlenmemistir.
Aklimasyon sonuclarina gore evsel atiksu biyodegradasyonunda aktif ¢amurun iyilesemedigi
gozlemlenmistir. Bunun nedeni ise fotokatalist beslemesinin durdurulmasina karsin, evsel

atiksuyun igerdigi mikrokirleticilerden de aktif camurun etkilenmesidir.
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Sekil 4.24. Evsel atiksu i¢in 20 giinliik yenilenebilirlik siiresi boyunca izlenen AKM

ve UAKM parametreleri
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Sekil 4.25. Evsel atiksu i¢in 20 giinliik yenilenebilirlik siiresi boyunca izlenen ¢ikis

suyu KOI parametresi

68




Aktif camurun pepton ile beraber fotokatalistle beslenmesi sirasinda 6lciilen 20 giinliik
AKM, UAKM degerleri ve KOI giderim verimi sirasiyla Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°da gosterilmistir.
30 giinliik siire boyunca UAKM/AKM oran1 pepton reaktoriinde %60’lardan %50 civarina
diismiistiir, KOI giderimi ise %60’tan %79 a yiikselmistir. Aktif camur canliliginda %10’luk bir
azalma gdzlemlenmesine karsin, KOI giderim verimi oldukea yiikselmistir. 20 giinliik siirenin ilk
10 giininde UAKM/AKM orant AKM ve UAKM konsantrasyonlar1 azalmaya devam etmistir
ancak AKM ve UAKM konsantrasyonlari ilk 10 giiniin ardindan artisa gegmistir. KOI giderim
verimi AKM ve UAKM konsantrasyonlarinin yiikselmesini takiben ilk 10 giiniin ardindan artiga

gecmistir. Aklimasyon sonuglarina gore pepton biyodegradasyonunda aktif camurun iyilesebildigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.26. Pepton i¢in 20 giinliik yenilenebilirlik siiresi boyunca izlenen AKM ve
UAKM parametreleri
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Sekil 4.27. Pepton i¢in 20 giinliik yenilenebilirlik siiresi boyunca izlenen ¢ikis suyu
KOI parametresi

20 giinilin sonunda her iki reaktérden aktif camur numunesi alinmig ve yenilenebilirligin
gozlemlenmesi i¢in respirometrik analiz gerceklestirilmistir. Yenilenebilirlik deneylerinde
respirometrenin reaktoriine nitrifikasyondan kaynakli O, tiiketiminin 6niline gegcmek amaciyla 1
mg/L konsantrasyonunda nitrifikasyon inhibitorii ilave edilmistir. Evsel atiksu ile ger¢eklestirilen
yenilenebilirlik deneyinde, F/M degeri 0,18 mg KOI/mg UAKM, KOI degeri 175 mg/L ve UAKM
degeri 975 mg/L olarak belirlenmistir. Pepton ile gerceklestirilen respirometrik deneyde, F/M
degeri 0,15 mg KOI/mg UAKM, KOI degeri 195 mg/L ve UAKM degeri 1300 mg/L olarak

belirlenmistir.

Evsel atiksu biyodegradasyonunun ne Slgiide iyilestigini belirlemek igin gerceklestirilen
respirometrik deney sonucu elde edilen OTH ve KOI grafikleri sirastyla Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da
verilmistir. DOrtotal 76 mg/L ve DOgng¢ 64 mg/L olarak hesaplanmistir. Tiiketilen toplam oksijenin
49 mg/L’si kolay ayrisabilir KOI biyodegradasyonunda kullamilmistir. Kronik deneye kiyasla
DOrotal 10 mg/L, DOgng ise 24 mg/L artmistir. Buradan hareketle, toplam tiiketilen O2 miktarinda
onemli bir artis gézlemlenmemistir. Toplam tiiketilen oksijende, i¢sel solunumda tiiketilen O»
miktarmin pay1 yaklasik %20 artmistir. Bu bilgiler 15181inda, bakteri aktivitesinde iyilesme oldugu
goriilmesine karsin KOI giderim veriminde bir iyilesme gdzlemlenmemis olup giderim verimi

70



%38’dir. Evsel atiksu i¢in gergeklestirilen kronik ve yenilenebilirlik analizi sonucu elde edilen OTH

grafikleri Sekil 4.30°da beraber verilmistir.
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Sekil 4.28. Atiksu yenilenebilirlik analizi OTH grafigi
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Sekil 4.29. Atiksu yenilenebilirlik analizi KOI grafigi
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Sekil 4.30. Atiksu kronik ve yenilenebilirlik analizi OTH grafikleri

Pepton biyodegradasyonunun ne oOlciide iyilestigini belirlemek icin gerceklestirilen
respirometrik deney sonucu elde edilen OTH ve KOI grafikleri sirasiyla Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de
verilmistir. DOtota1 205 mg/L ve DOgna 89 mg/L olarak hesaplanmistir. Tiiketilen toplam oksijenin
105 mg/L’si kolay ayrisabilir KOI biyodegradasyonunda kullanmilmistir. Kronik deneye kiyasla
DOrotal sabit kalmig, DOgng ise 24 mg/L azalmistir. Toplam tiiketilen oksijende, i¢sel solunumda
tiiketilen Oz miktarinin pay1 %13 artmistir. Bu bilgiler 1518inda, toplam tiiketilen O2 miktarindaki
artisin  substrat biyodegradasyonuda kullanildig1 gdriilmiistiir. KOI giderim verimi, pepton
biyodegradasyonu agisindan degerlendirildiginde kronik deneye gore %60°tan %79’a yiikselmistir.
Pepton i¢in gerceklestirilen kronik ve yenilenebilirlik analizi sonucu elde edilen OTH grafikleri

Sekil 4.33°de beraber verilmistir.
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Sekil 4.31. Pepton yenilenebilirlik analizi OTH grafigi
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Sekil 4.32. Pepton yenilenebilirlik analizi KOI grafigi
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Sekil 4.33. Pepton kronik ve yenilenebilirlik analizi OTH grafikleri

Pepton reaktoriine fotokatalist beslemesi durduruldugunda 20 giinliik siire zarfinda aktif
camur performansi biiyiik 6l¢iide iyilesmistir. Evsel atiksuda iyilesme gozlemlenmemesinin sebebi
evsel atiksuyun igerdigi mikrokirleticilerden de aktif ¢amurun etkilenmesidir. Uygulanacak bir
kombine sistemde, ileri oksidasyon prosesi ile evsel atiksuyun igerdigi mikrokirleticiler
giderileceginden, sadece konvansiyonel sistemle aritma ihtiyact dogdugunda ileri oksidasyon
prosesi devre disi birakilabilir ve bu durumda aktif camurun biyodegradasyon performansi

tyilesecektir.

4.2.4. Toplam tiiketilen O: miktarindaki inhibisyonun hesaplanmas1 ve sonuclarin

yorumlanmasi

Evsel atiksu ve pepton biyodegradasyonunu degerlendirmek adina yiiriitiilen respirometrik
analizler sonucu elde edilen OTH grafiklerinden, secili dakikalarda toplam tiiketilen O> miktar1 ve
toplam tiiketilen O miktarindaki inhibisyon yiizdesi hesaplanmistir. Ancak secilen bu zamanlar
her bir deney i¢in farkli ayrisma kinetiklerine denk gelebilmektedir. OTH grafigindeki ilk kambur
kolay ayrisbilir KOI biyodegradasyonunu, ilk kamburdan sonra gelen egri ise yavas ayrisabilir KOI

biyodegradasyonunu yansitmaktadir.
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Evsel atiksu i¢in se¢ili zamanlarda hesaplanan %l degerleri ayni ayrigma kinetiklerini
yansitmaktadir. Pepton icin segili zamanlarda hesaplanan %l degerleri, her bir deney i¢in farkl
ayrisma kinetiklerini yansitmaktadir. Bu nedenle pepton biyodegradasyonu {izerindeki
inhibisyonun hesaplanmasinda, farkli zamanlara denk gelen kolay ayrisabilir KOI ve yavas
ayriganbilir KOI fraksiyonlar1 icin %I degerleri hesaplanmistir. Evsel atiksu igin hesaplanan

inhibisyon degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Evsel atiksu i¢in toplam tiiketilen O, miktar1 ve yiizde inhibisyon degerleri

Tiiketilen Oz (mg/L) Inhibisyon Yiizdesi (%)
Hesaplama Zamani (dk) | 30 | 60 | 90 | 180 | 235 | 400 | 30 | 60 | 90 | 180 | 235
Atiksu Kontrol 31 | 66 | 105 | 159 | 176 | 176 | - - - - -
Atiksu Akut 25 | 51| 78 | 117 | 129 | 132 | 19 | 26 | 30 | 27 | 27
Atiksu Kronik 7 |14 21 | 34 | 41 | 59 |78 |78 | 84 | T4 | T4
Atiksu Yenilenebilirlik 5112 18 | 36 | 46 | 75 | 83 | 81 | 84 | 66 | 66

Cizelgeden de anlasilacagi iizere, aktif c¢amur mikroorganizmalari evsel atiksu
biyodegradasyonunda fotokatalist maruziyet siiresinin artmasi ile inhibe olmuslardir. Akut
inhibisyon, respirometrik analizin ilk 90 dakikasinda her 30 dakikada %10’luk bir artis
gostermesine karsin ilerleyen dakikalarda sabit kalmistir. 30 giinliik kronik maruziyetin ardindan
ise inhibisyon olduk¢a yilikselmistir. Respirometrik analizin ilk 60 dakikasinda yaklasik %80
civarinda sabit kalmis, daha sonra %10 azalarak sabit devam etmistir. 20 giin boyunca fotokatalist
beslemesi kesilmesinin ardindan, respirometrik analizin ilk 90 dakikasinda inhibisyon kronik
analize kiyasla yaklasik %10 civarinda artis gostererek sabit devam etmistir. Buna karsin ilerleyen
dakikalarda inhibisyon yaklasik %20 oraninda azalarak sabit devam etmistir. Se¢ili zaman
araliklarinda gozlemlenen farkli inhibisyon degerlerinin sebebi her bir zaman araligina denk gelen
farkl1 biyokimyasal reaksiyonlardir. Respirometrik deneyin ilk 10 dakikasinda ilk mikroorganizma
biliylimesi ve substrat depolanmasi gerceklesmektedir. Takip eden 180 dakikaya kadar kolay
ayrisabilir KOI, 180. dakikadan sonra ise yavas ayrisabilir KOI fraksiyonunun biyodegradasyonu

gerceklesmistir.
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Toplam tiiketilen O2 miktar1 ise fotokatalist maruziyet siiresinin uzamasi ile artarak inhibe
olmus, fotokatalist beslemesi kesilmesinin ardindan inhibisyon devam etmistir. Inhibisyonda
iyilesme gozlemlenmemesinin, aksine inhibisyonun artmasinin nedeni ise evsel atiksuyun icerdigi
mikrokirleticilerden kaynaklanmaktadir. Ancak kronik maruziyet sonucu olusan toplam tiiketilen
O miktarindaki inhibisyon, fotokatalist beslemesi kesilmesinin ardindan meydana gelen
inhibisyondan oldukga yiiksektir. Buradan hareketle, atiksuyun icerdigi mikrokirleticilerden
kaynakl1 inhibisyon fotokatalistten kaynaklanan inhibisyona gore oldukga disiiktiir. Sekil 4.34 ve
Sekil 4.35°de zamana kars1 sirasiyla toplam tiiketilen O miktar1 ve inhibisyon yiizdesi verilmistir.

Pepton i¢in hesaplanan inhibisyon degerleri ise Cizelge 4.3°de verilmistir.
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Sekil 4.34. Atiksu i¢in zamana kars1 hesaplanan %l degerleri
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Sekil 4.35. Atiksu i¢in zamana kars1 hesaplanan toplam tiiketilen O, miktar1

Cizelge 4.3. Pepton i¢in toplam tiiketilen O2 miktar1 ve yiizde inhibisyon degerleri

Tiiketilen Oz (mg/L) Inhibisyon Yiizdesi (%I)
) Kola Yavas Toplam Kola Yavas
Hesaplanan KOI y ) . y . .
Ayrisabilir | Ayrisabilir | Toplam | Siire | Ayrisabilir | Ayrisabilir
Fraksiyonu . . . .
KOI KOI (saat) KOI KOI
Pepton Kontrol 141 153 294 4,5 - -
Pepton Akut 171 55 226 4 10 42
Pepton Kronik 102 99 201 5 40 44
Pepton 7,5
105 100 205 57 63
Yenilenebilirlik

Pepton biyodegradasyonunda OTH akut maruziyet sonrasinda kolay ayrisabilir KOI

fraksiyonunda, %10’luk bir inhibisyon gozlemlenmistir. Buna karsm yavas ayrisabilir KOI

fraksiyonunda yaklasik %40°lik bir inhibisyon gdézlemlenmistir. Kronik maruziyet sonrast hem

kolay hem de yavas ayrisabilir KOI fraksiyonlarinda inhibisyon yaklasik %40 civarinda sabit
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kalmistir. Buna gore, kronik maruziyet sonrasi kolay ayrisabilir KOI fraksiyonunda inhibisyon
%30 artmus, yavas ayrisabilir KOI fraksiyonundaki inhibisyon ise hemen hemen degismemistir.
Fotokatalist beslemesinin kesilmesinin ardindan kolay ayrisabilir KOI fraksiyonunda inhibisyon
yaklagik %15 artmus, yavas ayrisabilir KOI fraksiyonundaki inhibisyon artis1 ise yaklasik %20
olarak hesaplanmistir. Buradan hareketle, fotokatalist beslemesinin kesilmesine karsin inhibisyon

devam etmis ve OTH parametresine iyilesme gézlemlenmemistir.

Toplam tiiketilen O> miktar1 akut ve kronik maruziyet sonras1 azalmistir. Yenilenebilirlik
deneyinde ise OTH parametresinde meydana gelen inhibisyon toplam tiiketilen O, miktarina
yansimamakla beraber toplam tiiketilen O, miktarinda artis gézlemlenmistir. Buradan hareketle,
OTH parametresinin inhibe olmasina ve iyilesme gbzlemlenmemesine karsin mikroorganizmalar
tarafindan daha uzun siire zarfinda daha fazla substrat tiiketilmis ve substrat biyodegradasyonunda

iyilesme gerceklestigi gdzlemlenmistir. Sekil 4.36°de toplam tiiketilen O, miktar1 verilmistir.
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Sekil 4.36. Pepton i¢in zamana kars1 hesaplanan toplam tiiketilen O> miktar1

Respirometrik analizler sonucu elde edilen KOI verimleri ve tiiketilen oksijen miktarlari
Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5°de verilmistir. KOI biyodegradasyonunda her iki substrat kaynagi igin
de yaklasik %10 oraninda bir akut inhibisyon gozlemlenmistir. Bu inhibisyon yiizdesi desarj
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standardi KOI konsantrasyonunu saglamak adina nispeten ¢ok etkili degildir. Her iki substrat
kaynag1 i¢in gercgeklestirilen respirometrik analizlerde de, maksimum oksijen tiiketim hiz1 ve
tiiketilen toplam oksijen miktar1 nispeten az da olsa azalmistir. Buradan hareketle, aktif ¢gamurun
fotokatalistle ilk karsilastiginda ugradigi inhibisyon tolere edilebilecek diizeydedir. 30 giinliik
fotokataliste maruziyetinin ardindan gergeklestirilen respirometrik analizlerde KOI giderim verimi
evsel atiksuda %7°dir. KOI giderimi neredeyse tamamen ortadan kalkmistir. Peptonla
gerceklestirilen respirometrik analizde ise KOI giderim veriminin %30 azaldigi goriilmiistiir.
Toplam tiiketilen oksijen miktar1 evsel atiksu biyodegradasyonunda pepton biyodegradasyonuna
gore biiyiik Olglide azalmis ve tiiketilen toplam oksijenin yaklasik %70°1 i¢sel solunum igin
kullanilmistir. Evsel atiksu ve pepton ile beslenen aktif camurlarda gozlemlenen bu fark evsel
atiksuyun icerdigi diger inhibitor etki gdsteren mikrokirleticilere atfedilebilir. Atiksu igeriginde
yalnizca fotokatalist oldugu varsayilirsa pepton biyodegradasyonunda oldugu gibi toplam KOIi
giderim verimi %30 azalmis olacaktir. Uygulamaya koyulacak ileri oksidasyon prosesi ve
konvansiyonel aktif gamur sisteminden olusan aritma tesislerinde, ileri oksidasyon prosesi ile evsel
atiksuyun icerdigi mikrokirleticiler giderileceginden tipki peptonda oldugu gibi KOI giderim
verimi %30 dolaylarinda azalacaktir. Bu durumda uygulanacak olasi bir kombine aritma
sisteminde evsel atiksu giris KOI konsantrasyonu oldukga biiyiik énem olusturmaktadir. Giris KOI
parametresi yaklasik %60 verimle giderildiginde evsel atiksu desarj standard: karsilanabiliyorsa
kombine aritma tesisi uygulanabilir. Aktif gamurun yenilenebilirligi degerlendirildiginde ise atiksu
ile beslenen aktif camurla pepton ile beslenen aktif ¢amur farkli davranmiglardir. Pepton ile
beslenen aktif gamurda KOI giderim veriminin yaklasik %20 iyilesmesine karsin evsel atiksuda
herhangi bir iyilesme gozlemlenmemistir. Evsel atiksu biyodegradasyonunda tiiketilen oksijenin
yaklasik %90°1 igsel solunum i¢in kullanilmistir. Pepton biyodegradasyonunda ise tiiketilen toplam
oksijen artmis ve tiiketilen toplam oksijendeki i¢sel solunumda tiiketilen oksijenin pay1 azalmistir.
Bunun farkin nedeni ise fotokatalist beslemesinin durdurulmasina karsin, evsel atiksuyun icerdigi

mikrokirleticilerden de aktif gamurun etkilenmesidir.
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Cizelge 4.4. Respirometrik analizler sonucu hesaplanan KOI verimleri

Deney KOI verimi (%)
Evsel Atiksu Kontrol 87
Evsel Atiksu Akut 76
Evsel Atiksu Kronik 7
Evsel Atiksu Yenilenebilirlik 8
Pepton Kontrol 90
Pepton Akut 82
Pepton Kronik 60
Pepton Yenilenebilirlik 79

Cizelge 4.5. Respirometrik analizler sonucu tiiketilen oksijen miktarlar

Deney DOrotal DOgnd % DOEnd (toplam tiiketilen oksijen
(mg/L) (mg/L) miktarinda, i¢sel solunumda tiiketilen
oksijenin yiizdesi)
Evsel Atiksu Kontrol 171 67 39
Evsel Atiksu Akut 132 48 36
Evsel Atiksu Kronik 58 40 69
Evsel Atiksu Yenilenebilirlik 76 64 84
Pepton Kontrol 294 168 57
Pepton Akut 226 85 38
Pepton Kronik 200 113 57
Pepton Yenilenebilirlik 205 89 43

4.2.5. Hazirlanan Fotokatalistin Karakterizasyonu icin SEM Tarama ve Raman Spektrumu

Sonuclari

Calismada akut ve kronik etki tayininde kullanilmak iizere hazirlanan NFC-doplu TiO»

fotokatalistinin karakterizasyonu yapilarak, antibiyotikler gibi evsel atiksuda yliksek oranlarda
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bulundugu bilinen mikrokirleticilerin gideriminde etkin oldugu belirlenen fotokatalist yapisinda

olup olmadig1 dogrulanmistir.

Bu amagla bu calisama kapsaminda hazirlanan fotokatalistin boyutu ve fiziksel yapisini
gosteren SEM taramast NABILTEM laboratuvarinda bulunan FEI-QUANTA FEG 250 cihazinda

yiirtitiilmiis olup, tarama sonuglar1 Sekil 4.37°da verilmistir.

spot | mag
3.5 | 10 000 x

Sekil 4.37. Fotokatalistin boyutu ve fiziksel yapisini gosteren SEM tarama sonuglari a-) 2.500 x,
b-) 10.000 x ve c-) 10.000 x

Sekil 4.37°da verilen tarama sonuclar1 incelendiginde; fotokatalistin fotokatalitik
oksidasyon i¢in oldukea yiiksek diizeyde gézenekli yap1 sergiledigi, 5 pm ¢oziiniirliik ve 10000 kat

biiyiitmede ¢ok hassas dlgekte NFC doplamasinin etkilerinin goriildiigii anlasiimakatdir.
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Bu calismada hazirlanan  fotokatalistelerin  Raman sagilmalar;; NABILTEM
laboratuvarinda bulunan, 150-1000 cm™' araliginda uzaysal ¢oziiniirliigii 1 um ve derinlik
¢oziniirliigii 2 pm olan 532-785 nm lazer ile kombine edilmis Dispersif Raman Spektroskopi cihazi

ile (Thermo, DXR Raman) belirlenmistir.

Raman sagilmasi, 1sikla etkilesen maddenin molekiillerinin titresim enerji diizeyleri
arasindaki enerji farkliliklarini ortaya ¢ikarir. Raman sagilmasi esnasinda sacilan 15181n enerjisi ile
etkilesen maddenin molekiillerinin yaydigi 1s18in  enerjisi arasinda fazlalik yada azlik
moletikiillerin titresim enerji diizeyleri hakkinda bilgi verdigi i¢in Raman Spektroskopisi
spektroskopik dliimlerde tercih edilen bir yontemdir. Raman Spektroskopisi inorganik, organik ve

biyolojik sistemlerin kalitatif ve kantitatif analizlerinde kullanilir. (Ohsaka vd., 1978).

Raman sag¢ilmasinin molekiil enerji diyagrami ile agiklanmasi Sekil 4.38’de verilmistir

(Ohsaka vd., 1978).
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Sekil 4.38. Raman sacilmasinin molekiil enerji diyagramai ile aciklanmasi (Ohsaka vd., 1978)

Sekil 4.38’de goriildiigii gibi; hv, enerjili bir foton, 6l¢iimii yapilan maddenin molekiilleri

ile etkilestiginde sag¢ilmadan dnce enerjilerinin bir kismin1 molekiillere ve molekiillerden fotona
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aktarir. Bu enerji aktarimi olay1 sonucu molekiiller fotonla etkilestikten sonra farkli titresim enerji
diizeylerinde bulunurlar ve bu durum o maddeye ait molekiillerin enerji diizeyleri hakinda bilgi
edinilmesini saglar. Sekil 4.39°de ise gonderilen fotonun enerjisinin bir kisminin molekiile
aktarildig1 durumlarda “Stokes Hatlar1” (siftler), molekiilden bir miktar enerjinin fotona aktarildigi

durumlarda ise “Anti-Stokes Hatlar1” meydana gelir (Ohsaka vd., 1978).

RAYLEIGH SACILMASI

STOKES ANTI-STOKES
B HATLARI HATLARI

Siddet

L L | L 1 N L )
-400 -200 (0] 200 400

AY (em™)

Sekil 4.39. Raman sagilmasinin grafiksel aciklamasi (Ohsaka vd., 1978)

Molekiiller fotonla etkilestikten sonra farkli titresim enerji diizeylerinin ortaya ¢ikmasindan
dolayi, Raman sagilmasinin belirli dalga boylarinda olmasi maddelerin tanmirliginda
kullanilmasini saglayan 6nemli unsurdur. Sekil 4.40°’da TiO;‘e ait tipik Raman sacilmalarinin
gozlemlendigi dalga boylar1 verilmistir (Ohsaka vd., 1978). Bu ¢alismada hazirlanan fotokatalistin

raman sagilmalarina iliskin sonuclar detayl olarak Sekil 4.41°da sunulmustur.
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Sekil 4.40. a-) Raman Sag¢ilmasi olaylarinda dalga boylar1 (Ohsaka vd., 1978) b-) Toz formda NFC-
doplu fotokatalistlerin Raman Spektrum 6l¢iim sonuglari
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Sekil 4.41. Toz formda NFC-doplu fotokatalistlerin Raman Spektrum 6lgiim sonuglari

84



Sekil 4.41°da goriilen tipik Raman sagilmalari ve 147, 197, 398, 516, and 637 cm™! dalga
boylari, Sekil 4.40°da verilen raman sagilmalarina ¢ok benzemektedir. Soyleki; C partikiillerinin
adsorbsiyon katkistyla da TiO2’in fotokatalitik aktivitesinin artirilmasimn amaglandigir TiO2’nin
NFC ile doplanmasi sonucunda, TiO>’in 3.2 eV degerindeki yiiksek band aralik enerjisinin 2,5 eV
a diisiiriildiiglinii ve goriiniir 15181 absorblayabilir hale getirildigini anlasilmaktadir. Dolayisiyla, bu
sonu¢ bu calismada hazirlanan NFC-doplu TiO; fotokatalistinin anataz formda oldugunu

gostermistir.
4.3. DNA izolasyonu ve Yeni Nesil Sekanslama

Izole edilen DNA’lar arasinda diisiik konsantrasyonlu olanlar veya 260/280 orani 2.0’1n
iizerinde olanlar kullanilmamis ve o kosullar icin izolasyonlar tekrarlanmistir. DNA’lar agaroz
jelde yiiriitiilmiis ve kiriksiz ve saglam oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada izole edilen ve
sekanslamaya gonderilen DNA’larin konsantrasyonlart ve 260/280 oram1 Cizelge 4.6’de
verilmistir. Duplike olarak calisilan oOrneklerin jel goriintiileri Sekil 4.42 ve Sekil 4.43°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. DNA konsantrasyonlar1 ve 260/280 oranlar1

Ornek adi Ornek numarasi DNA konsantrasyonu 260/280 orani
(ng/pL)

Pepton kontrol 1 79.9 1.96
Pepton kontrol 2 101.0 1.85
Pepton akut 3 84.5 1.96
Pepton akut 4 65.1 1.95
Pepton kronik 5 81.4 1.93
Pepton kronik 6 84.4 1.95
Pepton yenilenebilirlik 7 12.9 1.87
Pepton yenilenebilirlik 8 67.2 1.91
Atiksu kontrol 9 96.6 1.91
Atiksu kontrol 10 70.9 1.79
Atiksu akut 11 49.2 1.85
Atiksu akut 12 82.2 1.88
Atiksu kronik 13 60 1.91
Atiksu kronik 14 53 1.90
Atiksu yenilenebilirlik 15 50.8 1.76
Atiksu yenilenebilirlik 16 299 1.74

Sekil 4.42. Pepton ile beslenen reaktorden alinan camurdan izole edilen DNA 6rneklerinin agaroz
jel goriintiisii
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Sekil 4.43. Gergek atiksu ile beslenen reaktdrden alinan ¢camurdan izole edilen DNA 6rneklerinin
agaroz jel goriintiisti

Bu sonuglara gore pepton ile beslenmis reaktorden alinan 6rneklerden 2, 3, 6 ve 8 numarah
olanlar ve gercek atiksu ile beslenmis reaktérden alinan 9, 12, 13 ve 15 numarali 6rnekler kaliteleri
daha uygun oldugundan secilerek yeni nesil dizileme i¢in hizmet alimi yapilacak firmaya

gonderilmistir.

MiSeq cihazinda yapilan sekanslama sonrasi olusan veri QIIME2 biyoenformatik
platformuna aktarilmis ve analiz edilmistir (Bolyen vd., 2018). ilk olarak sekanslama sirasinda
kullanilan primer ve barkod dizileri ayiklanmistir. Bu islemden sonra elde edilen 6rnek basina

diisen okuma (sekans) sayilar1 Cizelge 4.7°de verilmistir.

87



Cizelge 4.7. Ornek basina diisen okuma sayst

Ornek Ornek isimleri Okuma (Sekans) sayis1
S1 Pepton kontrol 142254
S2 Pepton akut 134961
S3 Pepton kronik 30. giin 152001
S4 Pepton yenilenebilirlik 50. Giin 135645
S5 Gergek atiksu kontrol 141272
S6 Gergek atiksu akut 150580
S7 Gergek atiksu kronik 30. Giin 136285
S8 Gergek atiksu yenilenebilirlik 50. giin 144948

Okuma kalitesi toplam okumalardan rastgele secilen 100.000 adet okumanin ortalamasi
alinarak hesaplanmistir. Genel olarak okuma kalitesinin 30 Phred {izerinde oldugu goriilmistiir.
Bu, 1000 okumada 1 yanlis bazdan daha diisiik hata pay1 ile okuma yapildigini ve bu haliyle de
olduk¢a kaliteli okuma yapildigin1 gostermektedir. Daha sonraki asamada hatali okumalar
temizlenip ayiklanmis, kimerik sekanslar ve singleton’lar ¢ikarilmig, birbirine %97’den daha
yiiksek benzerlik gosteren okumalar kiimeleme yontemiyle birlestirilerek tek bir sekansa

doniistliriilmistiir. Bu islemler sonucunda ortlamasi 412.71 baz olan toplam 2333 adet sekans

okunmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Sekans uzunluk istatistikleri

Sekans (okuma) Minimum Maksimum Ortalama
Standart sapma
say1s1 uzunluk uzunluk uzunluk
2333 262 428 412.71 10.55

Bu ayiklama ve kiimeleme islemleri sonucu operasyonel taksonomik tiniteler (OTU)

belirlenmistir. OTU elde yalniz DNA sekans verisi olan ¢aligmalarda tiirleri ya da tiir gruplarini
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temsil eden terimdir. Bu ¢calismada da oldugu gibi farkli kosullardaki tiir/cins/ filum diizeyindeki
farkliliklar OTU’lara bakilarak belirlenir, bu baglamda OTU mikrobiyal ¢esitlilik birimidir (X.
Wang, 2016). Yeni sekanslama ve analiz metotlar1 sekanslanan gen bolgelerindeki tek niikleotid
degiskligini bile ayirt edebilecek diizeye gelmistir ve bu sayede amplikon sekans varyantlari (ASV)
birbirinden ayrilabilmektedir. ASV tipki OTU gibi mikrobiyal ¢esitlilik birimidir ve gelisen
teknoloji ile arttk OTU yerine ASV kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Callahan, McMurdie, &
Holmes, 2017). Illumina MiSeq cihaz1 verisi de ASV’leri tespit edebilmektedir. Bu nedenle bu
calismada da analizler OTU ve ASV diizeyinde yapilmistir. Her bir 6rnekteki ASV/OTU sayisi
Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Her bir 6rnekteki kimerik olmayan ASV/OTU sayilar

Ornek Kimerik olmayan ASV/OTU sayis1
S1 32579
S2 35598
S3 61017
S4 57178
S5 43492
S6 28241
S7 63489
S8 32560

Orneklerdeki mikrobiyal tiir zenginligi/cesitliligini belirlemek i¢in iki yontem kullanilir:
Alfa ve Beta gesitlilik. Alfa ¢esitlilik bir 6rnekteki OTU sayilari ile kag tiir oldugunu hesaba katarak
bir 6rnegin kendi igindeki tlir zenginligini hesaplar. Beta ¢esitlilik ise Ornekler, mikrobiyal
kommiiniteler veya ekosistemler arasindaki benzerlikleri hesaba katarak cesitliligi olcer. Bu

calismadaki Alfa ¢esitlilik Sekil 4.44°deki Alfa rarefaction grafigi ile gosterilmistir.
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Sekil 4.44. Alfa Rarefaction grafigi

Alpha Rarefaction grafigindeki egriler ilgili 6rnegin okuma derinligine gore gézlemlenen
ozellik (ASV) sayisin1 gostermektedir. Egrilerin okuma derinligi arttik¢a gbzlemlenen cesitliligin
sabitlenmesi (egrilerin x-eksenine paralel hale gelmesi) 6rneklerdeki olas1t mikrobiyom ¢esitliligin
tamaminin tespit edilebildigini ve okuma sayisinin analiz i¢in yeterli oldugunu gostermektedir. Bu
grafik pepton ile beslenen reaktdrdeki S1 ve S2 6rneklerindeki gesitliligin birbirine ¢ok yakin
oldugunu, S3 ve S4 orneklerindeki ¢esitliligin birbirine daha yakin ve ilk iki 6rnekten daha fazla
oldugunu gostermektedir. Bu grafik Cizelge 4.9’daki OTU sayilarin1 da dogrulamistir. Gergek
atiksu ile beslenen reaktérden alinan 6rneklerde ise kontrol ve akut etki (S5 ve S6) 6rneklerindeki
Alfa gesitlilik diizeyi birbirine yakin, bir sonraki ornek olan kronik etki 6rnegi bunlardan daha
diisiik goriinmektedir. S8 6rnegi, gercek atiksu ile beslenen reaktérde uygulanan nanopartikiiler
madde sonras1 yenilenebilirlige bakildiginda Alfa cesitlilik diizeyi diger 6rneklerden daha yiiksek
oldugu goriinmekte. Ancak Alfa cesitlilik 6rneklerin kendi icindeki cesitliligi gdstermektedir.
Ornekleri birbirleriyle karsilastirmak icin Beta cesitlilik grafigi yani temel koordinatlar analizi

(principal coordinates analysis, PcoA) incelenmelidir (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. Beta cesitlilik grafigi (Temel koordinatlar analizi)

Beta cesitlilik Ornekler arasindaki tiir benzerligini gostermektedir. Farkli ornekler
arasindaki tiir ¢esitliligi degisimi hakkinda fikir vermektedir. Buna gore tiir ¢esitliligi bakimindan
pepton ile beslenen reaktdrdeki kontrol 6rnegi ile akut etki 6rnekleri birbirine ¢ok benzemektedir.
Yine ayni raktérden alinan kronik etki 6rnegi ile yenilenebilirlik 6rnegi tiir ¢esitliligi birbirine
yakin ancak ilk iki 6rnekten oldukga farklidir. ilk bakista, pepton beslenen reaktdre uygulanan
nanopartikiiler maddenin aktif camur tizerinde kisa siirede ciddi bir etki olusturmadig1 ancak uzun
donem uygulandiginda kontrol durumundan oldukga farkli bir tiir ¢esitliligine sebep oldugunu
diisiindiirmektedir. Gergek atiksu ile beslenen reaktorde ise akut olarak nanopartikiiler madde
uygulanmasi aktif ¢amurdaki tiir ¢esitliligine bir miktar etki ederken, nanopartikiiler maddenin
aktif ¢camur tiir ¢esitliligi izerindeki kronik etkisi dikkate degerdir. Bu reaktdrde nanopartikiiler
madde uygulanmasi son bulduktan sonra aktif ¢amurdaki tiir ¢esitliligi kontrol 6rneginden de
kronik etki 6rneginden de ¢ok faklidir. Bu sonug gergek atiksuda nanopartikiiler madde varliginin
aktif camuru ciddi anlamda etkiledigini ve aktif ¢amurun yenilenebilirligini disiirdigiini
gostermektedir. Bu etkilerin tiir diizeyinde analizi i¢in 6rneklerin alemden tiire kadar taksonomik
kompoziyonlarii ¢ikarabilmek amaciyla her bir ASV/OTU igin taksonomik atiflandirma
yapilmas:1 gerekmektedir. Taksonomik kiyaslama ve atiflandirma  GreenGenes veritabani
kullanilarak yapilmistir (DeSantis vd., 2006). Her bir ornekteki cins diizeyindeki tiir ¢esitliligi
dagilim Sekil 4.46, Sekil 4.47, Sekil 4.48, Sekil 4.49, Sekil 4.50, Sekil 4.51, Sekil 4.52, Sekil 4.53
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ve Sekil 4.54de verilmistir. Bu sekiller R Istatistiki Hesaplama ve Programlama Platformu’nda (R

Development Core Team, 2011) ggplot2 isimli R paketi (Wickham, 2009) kullanilarak ¢izilmistir.

Ornek S1: Tir Cesitliligi Dagilimi (toplam = 32579)
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Sekil 4.46. Pepton sentetik atiksu ile beslenmis reaktérde NFC-doplu TiO:
Fotokatalistine akut maruziyetin aktif ¢camurun cins diizeyindeki mikrobiyal
cesitliligine etkisi
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Ornek S2: Tir Cesitliligi Dagilimi (toplam = 35958)
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Sekil 4.47. Pepton sentetik atiksu ile beslenmis reaktéorde NFC-doplu TiO:

Fotokatalistine akut maruziyetin aktif ¢amurun cins diizeyindeki mikrobiyal
cesitliligine etkisi
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Ornek S3: Tiir Cesitliligi Dagihmi (toplam = 61017)
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Sekil 4.48. Pepton sentetik atiksu ile beslenmis reaktérde NFC-doplu TiO2

Fotokatalistine kronik maruziyetin aktif camurun cins diizeyindeki mikrobiyal
cesitliligine etkisi (30. giin 6rnegi)
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Sekil  4.49.
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Ornek S4: Tur Cesitliligi Dagihmi (toplam = 57178)
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sentetik atiksu ile beslenmis reaktorde NFC-doplu TiO2
Fotokatalistin aktif ¢amurun cins diizeyindeki mikrobiyal gesitliliginin

yenilenebilirligi (50. Giin 6rnegi)
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aktif camurun cins diizeyindeki mikrobiyal ¢esitliligine akut etkisi
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Ornek S7: Tur Cesitliligi Dagihmi (toplam = 63489)
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Sekil 4.52. Gergek atiksu ile beslenmis reaktorde NFC-doplu TiO: Fotokatalistin
aktif camurun cins diizeyindeki mikrobiyal cesitliligine kronik etkisi (30. giin
ornegi)
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Ornek S8: Tir Cesitliligi Dagihmi (toplam = 32560)
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Sekil 4.53. Gergek atiksu ile beslenmis reaktorde NFC-doplu TiO2 Fotokatalistin

aktif camurun cins diizeyindeki mikrobiyal ¢esitliliginin yenilenebilirligi (50. giin
ornegi)
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Aktif Camur Kompozisyonunun Filum Dizeyinde

Degisimi
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Sekil 4.54. Sentetik atiksu ve gercek atiksu ile beslenmis reaktorlerdeki aktif camur
kompozisyonunun filum diizeyinde degisimi

Literatiirde yakin zamanli caligmalarda belirtildigine gore, atiksu aritiminda kullanilan aktif
camurlarda genel olarak Bacteriodetes, Proteobacteria ve Firmicutes filumlarina ait bakteriler
baskin haldedir (Nascimento vd., 2018; Silva-Bedoya vd., 2016; Yang vd., 2014). Bu ¢aligmada da
bu filumlar hem pepton hem de gercek atiksu ile beslenen reaktordeki aktif camurun kontrol
kosullarinda baskin durumdadir. Kontrol kosullarindaki farklilik deney oncesi aktif camurlarin es

zamanli olarak pepton ve gercek atiksuya ayr1 ayri aklime olmasindan kaynaklanmaktadir.

Sentetik atiksu ile beslenen kontrol reaktoriinde ve nanopartikiiler maddenin akut etkisinin
incelendigi 6rneklerdeki aktif gamurda baskin olarak Bacteriodetes filumuna ait Chryseobacterium
cinsi dikkat cekmektedir (Sekil 4.46 ve Sekil 4.47). Bacteriodetes filumuna ait bakteriler 6zellikle
sulak ortamlarda bol bulunurlar. Kompleks biyopolimerleri yikabilme becerileriyle dikkat ¢ekerler
(Abt vd., 2011). Bu cinse ait bakteriler fostat ¢oziicii bakterilerdendir ve endiistriyel aktivitelerin
oldugu alanlardan ve dehidre camurlardan izole edilmislerdir (Pires vd., 2010; Skraban vd., 2018).
Bu haliyle de aktif ¢amurlarda sik rastlanan organizmalardir. Ayrica bu cinse ait bakterilerin
organoklorin pestisit ve DDT’i kontamine topraklardan temizledigi gosterilmistir (Qu vd., 2015).

Bu cinse ait mikroorganizmalar nanopartikiiler maddenin 30 giin uygulanmasiyla ciddi anlamda
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azalmistir. Bu cinse ait OTU sayis1 kontrolde 14484, kisa siireli nanopartikiiler madde uygulamasi
sonucu 15380 iken, nanopartikiiler maddenin 30 gilin uygulanmasi sonucu 6298’e diismiis, 50 giin
uygulanmasi ile ise sayisi iyice azalmis ve 327’ye diismistiir. Nanopartikiiler maddenin kronik
etkisi ile sayis1 ciddi diizeyde artan ancak kontrol ya da akut etki 6rneklerinde sayist 6nemsiz
derecede diisiik olan bakteri cinslerinden biri Bacteriodetes filumuna ait Leadbeterella cinsi
bakterilerdir. Kontrol ve akut etki orneklerinde baskin halde bulunan Chryseobacterium da
Bacteriodetes filumuna aittir. Bu ¢alismada eklenen fotokatalist ile Bacteriodetes filumuna ait bir
bakteri cinsi sayis1 azalirken digeri artmaktadir. Leadbetterella cinsine ait bakteriler fenolik
maddelerin oldugu bir reaktérde uzun donemde (42. giinden sonra) aktif camurun yaklasik yarisini
olusturarak, en basta baskin olan ve ¢ogunlugunu Brevudimonas’in olusturdugu Proteobacter
grubunu elimine ederek baskin hale gegmistir (Gémez-Acata vd., 2017). Bu ¢alismada da oldugu
gibi, aktif camur degrade edilebilir kompleks molekiillere maruz kalinca, Leadbetterella cinsi

bakteriler ortami domine edebilmektedir.

Proteobacteria filumuna ait Brevundimonas cinsine ait mikroorganizmalar da pepton ile
beslenen reaktordeki aktif camurun iceriginde benzer sekilde degismistir. Kontrol ve akut etki
orneklerinde sirasiyla 3330 ve 3591 OTU ile temsil edilirken, 30. Giin 6rneginde 738 diismiis ve
50. Giin 6rneginde daha da fazla azalmistir. Bu durum, nanopartikiiler maddenin bu cinse ait
bakterileri neredeyse tamamen yok ettigini gosterir. Brevudimonas cinsine ait bir bakteri organik
maddelerin atiksudan uzaklastirdigi gosterilmis ve bu bakterinin atiksu aritimi i¢in dnemli bir
bakteri oldugu gosterilmistir (Pastore & Sforza, 2018). Baska bir calismada da bu cinse ait
bakterilerin sullfametoksazol antibiyotigine aklime olmus aktif ¢gamurda bu antibiyotigi tamamen
degrade ettigini gostermistir (Herzog vd., 2013). Bagka bir ¢alismada ise ileri fosfor giderim
reaktoriinden izole edilen bakterilerden birinin bu cinse ait oldugu ortaya ¢ikmistir (Ryu vd., 2007).
Bu cinsin fosfat giderimi i¢in de onemli oldugu ortaya konmustur. Bu da bu cinsin atiksu

aritimindaki dnemini gostermektedir.

Nanopartikiiler maddenin kronik etkisi ile sayis1 ciddi diizeyde artan ancak kontrol ya da
akut etki orneklerinde sayis1 dnemsiz derecede diisiik olan bakteri cinslerinden bir digeri de
Firmicutes filimuna ait Lachnospiraceae familyasina ait bakterilerdir. Bu filuma ait bakteriler,
kontrol ve akut etki 6rneklerinde 3151 ve 3656 OTU ile temsil edilirken, kronik etki kosulunda

ciddi artig gostererek 16480 OTU sayisina ulasip, yenilenebilirlik 6rneginde 11526 OTU sayist1 ile
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ikinci en baskin tiirli olusturmuslardir. Firmicutes filumuna ait bakteriler endospor olusturabilen
bakterilerdir. Endospor bakterilerin zor kosullarda yasayabilmesini saglamaktadir. ilk iki kosulda
baskin olan tiirlerin sayis1 azalinca bu bakteriler baskin hale gecebilmis olabilir. Firmicutes ve
Bacteriodetes filumuna ait bakteriler ve ayn1 zamanda filament olusturabilirler. Filamentler ile
ylizey alanini artirarak daha fazla besin maddesine erisebilirler ancak filamentli bakteriler
reaktorlerde soruna yol agabilir, kabarmaya ve yavas ¢okmeye sebep olabilirler (Martins vd.,
2004). Bu nedenle filamentli bakterilerin aktif gamur igeriginde bir miktar olmasi tercih edilirken,

asirt artmasi teknik problemlere sebep olacagindan tercih edilen bir durum degildir.

Peptonla beslenen reaktdrde nanopartikiiler maddenin 50 giin uygulanmasiyla Firmicutes
filumuna ait bakteriler artmis, ancak uygulama durdurulduktan sonra miktarlar1 azalmistir. Bu
pepton ile beslenen reaktdrdeki aktif camurun kendinin az da olsa yenileyebildigini gostermektedir.
Ayn1 zamanda cins diizeyinde degisiklikler olsa da Bacteriodetes filumu bu 6rneklerde baskin

durumdadir. Bu da peptonlu reaktdrdeki KOI veriminin artmasini agiklamaktadir.

Gergek atiksu ile calistirilan reaktorde, peptonlu reaktdriin aksine Firmicutes filumu ve
Lachnospiraceae familyasina ait bakteriler kontrol kosulunda dahi 9909 ve 8890 OTU ile temsil
edeilecek kadar ¢ok bulunmaktadir. Bunun sebebi gercek atiksuda, sentetik atiksyuyun aksine
kompleks polymerlerin varligi olabilir. Kontrol ve akut etki 6rneklerinde Firmicutes, Proteobacter,
Bacteriotedes filumlarinin baskin oldugu goriilmektedir. Bu durum literatiirde bahsedildigi gibidir
(Nascimento vd., 2018; Silva-Bedoya vd., 2016; Yang vd., 2014). Ancak fotokatalistin
eklenmesinden 30 giin sonunda Firmicutes filumuna ve Lachnospiraceae familyasina ait
bakterilerin OTU sayis1 akut etkiye gore 3 kattan fazla artmistir ve 16757’ye ¢cikmustir. Bu grup
bakteriler fotokatalist uygulanmasi durdurulduktan 20 giin sonra da olduk¢a yogun bir bicimde
bulunmaktadir ve OTU sayis1 11378’dir. Bu haliyle sayis1 kontrol kosulunda olan 9909 OTU

sayisina yaklagmistir.

Kontrol ve akut etki orneklerinde sayisi olduk¢a az olan Actinobacteria filumuna ait
Candidatus microthrix genusundaki bakterilerin sayis1 ¢ok fazla artarak 38351 OTU sayisina
ulagmistir. Bu bakteriler lipid biriktiren ve yiizlerce mikrometre filamentler olusturan bakterilerdir
ve atiksu aritim tesislerinden alinan aktif gamurda goriilmektedir (Blackall vd., 2009; Jon Mcllroy

vd., 2013). Aktif camurun ayrilma problemine sebep olarak goriilmektedir ve reaktdrde kabarma
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problemine sebep olmaktadir. Bu bakterilerin fosfat graniilleri olusturarak kabarma (bulking)
sirasinda fosfat giderimini yaptig1 diisiiniilmektedir (Wang vd., 2014). Fotokatalist uygulamasi
sonra erdirildikten 20 giin sonra alinan ve aktif camurun yenilebilirliginin incelendigi 6rnekte bu
bakterilere rastlanilmamasi da aktif camurun gercek atiksu ile calistirilan reaktorde kendini bir
miktar yenileyebildigini gostermektedir. 50. Giin 6rneginde dikkat ¢eken, diger 6rneklerde miktari
cok az olan bir bakteri cinsi de Proteobacteria filumuna ait Mycoplana cinsidir. Yine kontrol be
akut etki Orneklerinde oldugu gibi Proteobacteria filumuna ait bakteriler 50. Giin 6rneginde
yeniden gériilmeye baslanstir, ancak KOI degerlerine bakildiginda yenilenebilirligin belirgin bir
bicimde artmadig goriilmektedir. Bunun sebebi, Firmicutes filumuna ait bakterilerin de ortamda
baskin olmasiyla muhtemel filamentlerden dolay: diger bakterilerin organik maddeye erisiminin

yeterli olmamasi olabilir.

Bu ¢alismada kullanilan reakt6rlerin ikisinde de baskin olan filumlardan biri de rekabetgi
ortamlarda yliksek hayatta kalma becerisi gosteren Actinobacteria filumudur. Bu filuma ait
bakteriler fosfat giderimi i¢cin 6nemli olsalar da bazi cinslerine ait bakteriler filament olusturmalari
nedeniyle reaktorde koplirmeye sebep olabilmektedirler (Kragelund vd., 2008; Nielsen vd., 2009;
Seviour vd., 2008). Gerg¢ek atiksuda nanopartikiiler maddenin kronik etkisi ile bu bakteri filumunun
artmasinin sebebi, diger bakterilerin azalmasi ile bu filumdaki bakterilerin hayatta kalma
becerisiyle ortami ele gecirmesi olabilir. Nanopartikiiler madde ortamdan ¢ekildikten sonra hayatta
kalan diger bakterilerin sayisinin artmasiyla Actinobacteria filumuna ait bakterilerin sayist ciddi
anlamda azalmistir, onlarin yerini de Proteobacteria filumuna ait bakteriler almis goriinmektedir.
Pepton reaktdriinde Actinobacteria filumunun hi¢gbir zaman gergek atiksu reaktoriiniin kronik etki
ornegindeki kadar baskin olmamasi diger bakterilerin bu filuma kolaylikla baskin hale
gelebilecegini diislindiirmektedir. Genel olarak bakildiginda nanopartikiiler maddenin gercek
atiksu ile yiiriitiilen reaktdrde, pepton ile beslenen reaktorle karsilastirildiginda aktif ¢gamura daha

fazla zarar verdigi goriilmektedir. Bunun nedeni gergek atiksuda var olan mikrokirleticiler olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Evsel atiksu aritma tesislerine giris yapan mikrokirleticiler ve bunlarin gideriminde
kullanilan fotokatalistler aktif ¢amuru inhibe ederek konvansiyonel aktif ¢amur sistemlerinin
verimini etkilerler. Bu ¢caligmada antibiyotik gideriminde verimli oldugu bilinen, NFC-doplu TiO»
nanopartikiillerinin gercek evsel atiksu ve pepton biyodegradasyonunda aktif ¢camur iizerindeki
akut ve 30 giinliik kronik etkisinin degerlendirilmesini takiben fotokatalist maruziyeti sonrasi 20

giinliik siire zarfindaki yenilenebilirligi degerlendirilmistir.

Gergek evsel atiksu ile beslenen aktif camur icerdigi mikrokirleticiler nedeniyle pepton ile
beslenenen aktif camura gore TiO> nanopartikiiliinden daha fazla etkilenmistir. Evsel atiksu ile
beslenen aktif camurun KOI giderim verimi akut maruziyet sonras1 %11, pepton ile beslenen aktif
camurun ise %8 azalmistir. Oksijen tiikketim hizlar1 her iki reaktdrdeki aktif gamur 6rneklerinde de
inhibisyona ugramistir. Tiir analizi agisindan degerlendirildiginde kontrol 6rneginde dahi gergek
atiksudaki mikrokirleticilerin varligi aktif ¢camurda bulunmasi tercih edilmeyen flamentli
bakterilerin ortamda bulunmasina sebep olmuslardir. 30 giinlik nanopartikiiler madde
maruziyetinin ardindan KOI giderim verimi evsel atiksu reaktoriinde %7’ye kadar diismiis olup
KOI giderimi neredeyse tamamen ortadan kalkmistir. Pepton reaktdriinde ise kronik maruziyet
sonras1 KOI giderim verimi %60 civarindadir. Bu farkin nedeni evsel atiksu reaktdriiniin 30 giinliik
stire zarfinda nanopartikiiler maddelerin yani sira evsel atiksuda bulunan mikrokirleticilere de
maruz kalmasi olabilir. Kronik maruziyet sonrasi oksijen tiiketim hizi her iki reaktdrde de
inhibisyona ugramistir ancak evsel atiksu reaktoriindeki inhibisyon pepton reaktoriindeki
inhibisyona goére oldukga yiiksektir. Kronik maruziyet sonrasi aktif ¢amurda fazla miktarda
bulunmasi istenmeyen ve ¢okme problemine yol acan flamentli bakteriler her iki reaktdrde de
ortamda baskin hale gelmislerdir. Pepton reaktorii kontrol numunelerinde bulunan ve aktif camurda
bulunmasi istenen Bacteriodetes filumuna ait Chryseobacterium cinsi ciddi anlamda azalmustir.
Nanopartikiiler madde maruziyetinin 20 giinliik siire zarfinda kesilmesinin ardindan
yenilenebilirligin degerlendirildigi analiz sonuglarina gore pepton reaktoriiniin nanopartikiiler
maddeyi evsel atiksu reaktoriine gore oldukca yiiksek mertebede tolere edebildigi goriilmiistiir.
Atiksu reaktoriinde KOI giderim veriminde herhangi bir iyilesme goriilmemis ve oksijen tiiketim

hizindaki inhibisyonda artis gézlemlenmistir. Pepton reaktoriinde ise oksijen tiiketim hizindaki
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inhibisyon devam etmistir ancak mikroorganizmalar daha uzun siire zarfinda daha fazla organik
maddeyi tiiketmis ve KOI giderim veriminde %19’luk bir iyilesme gdzlemlenmistir. Tiir analizi
acisindan degerlendirildiginde yine KOI giderim verimine paralel bir sonug¢ gdzlemlenmis, evsel
atiksu reaktorii mikroorganizmalarmin yenilenebilirligi pepton reaktorii mikroorganizmalarina
gore oldukca diisiik kalmistir. Peptonla beslenen reaktorde Firmicutes filumuna ait bakteriler
azalmistir. Bu flament olusturan bakterilerin azalmasi, pepton reaktorii aktif gamurunun kendisini
az da olsa yenileyebildigini gostermektedir. Ayn1 zamanda cins diizeyinde degisiklikler olsa da
aktif camurda bulunmasi istenen Bacteriodetes filumu yenilenebilirlik Orneklerinde baskin
durumdadir. Bu da pepton reaktdriindeki KOI veriminin artmasimi aciklamaktadir. Evsel atiksu
reaktoriinde 20 giin boyunca nanopartikiiler madde maruziyetinin kesilmesinin ardindan aktif
camurda bulunmasi1 istenen mikroorganizmalarda artis gozlemlenmistir ancak bu
mikroorganizmalar flamentli bakterilerin ortamda hala baskin olmasi nedeniyle organik maddeye
ulasamamustir ve tiir diizeyindeki iyilesmenin KOI giderim verimine yansimamasina sebep

olmuslardir.

Sonug olarak, NFC-doplu TiO2’in fotokatalist olarak kullanildig: ileri oksidasyon prosesi
ile desteklenecek potansiyel bir konvansiyonel aktif camur aritma tesisinin ham suyunun
karakterini belirlemek oldukca 6nemlidir ¢iinkii pepton reaktoriine gore evsel atiksu reaktoriinde
gozlemlenen yliksek inhibisyon ve aktif camurun olduk¢a az yenilenmesi evsel atiksuyun igerdigi
mikrokirleticilerden kaynaklanabilir. Uygulanacak bir kombine sistemde ileri oksidasyon prosesi
ile evsel atiksuyun icerdigi mikrokirleticiler giderileceginden, gercek atiksuda da peptonda
gozlemlendigi diizeyde inhibisyon gozlemlenebilir. Ayn1 zamanda sadece konvansiyonel aktif
camur prosesiyle aritma ihtiyaci oldugunda ileri oksidasyon prosesi devre dis1 birakilabilir ve bu
durumda aktif camurun KOI giderim verimi pepton reaktérii analiz sonuglarinda gozlemlendigi
gibi iyilesebilir. Bu bilgiler 1s1ginda, potansiyel bir kombine aritma tesisinde KOI giderim
veriminde meydana gelecek olast %30’luk bir inhibisyonla evsel atiksu desarj standartlari
saglaniyorsa kombine aritma sistemlerinin kullanilmasi uygun olabilir. Genellikle evsel atiksu
aritma tesisleri ham su KOI yiikii diisiik oldugundan, kombine sistemler uygulanabilecek bir
alternatif olarak degerlendirilebilir. Thtiyag duyuldugunda, 6rnegin kombine aritma tesisinde belli
sezonlarda giris KOI yiikii artiginda ve yiiksek verimle KOI giderimi gerceklestirilmesi

gerektiginde ileri oksidasyon prosesi devre dis1 birakilabilir ve 20 giinliik siire zarfinda KOI
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giderimi veriminde artis gozlemlenebilir. Boylece mevsimsel degisimler gozlemlenen evsel
atiksularda da kombine sistemler uygulanabilir ve giris KOI yiikiiniin artis gosterdigi sezonlarda

ileri oksidasyon prosesi devre dis1 birakilarak desarj standartlari saglanabilir.
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