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OZET

Antibiyotikler insan ve hayvan hastaliklarinin iyilestirilmesinde kullanilan en
basarili ilag gruplar1 arasindadir. Ancak antibiyotiklerin biiyiik bir kismi1 insanlarda tam
metabolize olmamalar1 ya da kullanilmayan antibiyotiklerin alic1 ortama bosaltilmasi
nedeniyle, antibiyotikler kentsel atiksularda bulunabilmektedir. Su ve atik sulardan
antibiyotik gideriminde kullanilan ydntemler arasinda anaerobik aritim yontemlerinin
kullanimi artis gostermektedir.

Gilinlimiizde anaerobik aritma sistemleri orta ve yiliksek derecede organik
maddeler igeren atik sular i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu c¢alismada farkl
antibiyotik gruplarimi igeren sentetik atik sularin kesikli ve laboratuvar 6lgekli yukari
akigh dolgulu yatak reaktorde aritimi, KOI giderimi ve reaktdrdeki mikrobiyal
cesitliligin  arastirllmast  amaglanmistir.  Calismada amfoterisin b, eritromisin,
flukonazol, kanamisin, sefamezin tetrasikilin, vankomisin antibiyotikleri kullanilmistir.
Kesikli reaktor calismalarinin istatistiksel optimizasyonu sonucu elde edilen veriler
dikkate alinarak siirekli reaktorde aritim siireci takip edilmistir. Reaktor siirecinde
antibiyotik konsantrasyonu, organik yiikleme orani, kimyasal oksijen ihtiyaci gibi
isletim  parametrelerinin  organik madde giderim verimi iizerine etkileri
degerlendirilmistir. En yiiksek KOI giderimi 30 mg/l antibiyotik igeren atik suyun
uygulandigi, hidrolitik alikonma siiresinin 96 saat ve Organik yiikleme oraninin 0,618 ¢
KOi 1 gﬁn'1 oldugu kosullarda gerceklesmistir. Calismada denenen tiim antibiyotik
konsantrasyonlarinda (10-100 mg/L) ¢ikis suyunun desarj standartlarini saglayacak
diizeyde aritildig1 belirlenmistir. Ayrica, uygulanan toksisite test sonucunda toksik olan
giris atik suyunun aritim sonrasinda toksik etkisinin kalmadigi bulunmustur. Aritimda
rol alan mikrobiyal konsorsiyumun belirlenmesinde yeni nesil dizileme teknigi
kullanilmistir. Yeni nesil dizileme sonuglarina gore, anaerobik camurda 347 bakteri ve
26 arke lyesi tespit edilmistir. Bakterilerden %19,56’ lik oranla Syntrophobacter spp.
ve arkelerden %94,064 Methanosaeta spp. baskin tiirler oldugu ve aritimda etkin
olduklar1 tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Anaerobik aritim, kesikli reaktor, yukari akisli anaerobik

dolgulu yatak reaktor, antibiyotik, sentetik atik su, yeni nesil dizileme
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SUMMARY

Antibiotics are among the most successful group of pharmaceuticals used for
human and veterinary therapy. However, large amounts of antibiotics are released into
municipal wastewater due to incomplete metabolism in humans or due to disposal of
unused antibiotics. Anaerobic treatment systems increasingly used for removal of
antibiotics from wastewater.

Today, anaerobic treatment systems commonly used for wastewater containing
medium and high degree of organic matters. This study was carried out for the treatment
of synthetic wastewater containing different antibiotic group in batch and laboratory
scale up flow packed bed reactor; for removal of COD and for investigation of the
microbial diversity in reactor. In this study, amphotericin b, erythromycin, fluconazole,
kanamycin, cefamezin, tetracycline, vancomycin antibiotics were used. The treatment
process was monitored based on the statistical optimisation data of the batch reactor
studies. The effects of operating parameters such as wastewater concentration, organic
loading rate: OLR, chemical oxygen demand: COD on organic matter removal
efficiency was evaluated in the reactor process. The highest COD removal efficiencies
were obtained for the use of waste water containing 30 mg/l antibiotic at 96 hour HRT
and 0,618 g COD/day OLR. For all samples with different antibiotic concentrations
(10-100 mg/l) the treated water was treated to provide the water discharge standards.
According to the results of the toxicity test, it was found that the toxicity of the raw
wastewater was eliminated after the treatment. Next generation sequencing was used for
determining microbial diversity. According to next generation sequencing results, 347
bacteria and 26 archaea members have been detected in the anaeorobic sludge. Also, of
the bacterial strain Syntrophobacter spp. (19.56%) and of the archea strain
Methanosaeta spp. (94,064 %) was found to be effective in treatment.

Key words: Anaerobic treatment, batch reactor, up flow packed bed reactor,

antibiotic, synthetic wastewater, next generation sequencing
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1.GIRIS

Hizla artan diinya niifusu ve gelisen teknoloji ile birlikte tip, hayvancilik ve
tarimda tedavi ve koruma amaglh kullanilan farmasétikler, gerek endiistriyel gerekse de
evsel kaynakli atiksular ile ekosisteme girmekte ve dogada birikerek basta insan ve
hayvan sagligi olmak f{izere tiim canlilar agisindan biiyiik bir tehlike olusturmaktadir
(Kummerer, 2004). Ozellikle veterinerlikte kullanilan ilaclar ve antibiyotikler, hem
ucuz hem de kolay temin edilebilmesi nedeniyle gereginden fazla kullanilmaktadir. Bu

durum gevresel agidan sorun olusturmaktadir (Topal vd., 2012).

Giliniimiizde genis bir kullanim araligina sahip olan antibiyotikler, insan ve
hayvan sagligi, gida sektoriinde besinlerin korunmasi, balik gibi sucul canlilarin sagligi
ve gelisimi, hastanelerde, ila¢ endiistrisinde ve bilimsel arastirma faaliyetleri i¢in yogun
bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak bilingsiz ve gereksiz antibiyotik kullanimi
sonucunda hem g¢evresel sorunlar, hem de besin zinciri yoluyla canlilarda 6zellikle
insanlarda saglik problemleri meydana gelmektedir. Antibiyotikler, ekolojik dongiide
uzun zaman bozunmadan topraga, su kaynaklarina ve dolayisiyla canliya kadar
ulasabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda ¢ok kiiclik derisim araliklarinda bile toprakta ve
su kaynaklarinda antibiyotik kalintilarina rastlanmistir. Bu yiizden son yillarda
antibiyotik kirliligi giderimi lizerine calismalar yapilmaya baslanmistir (Koyuncu,

2012).

Canlilar tarafindan alinan antibiyotikler canli metabolizmasinda ya hig
degismeden ya da ¢ok az doniistliriilmiis halde metabolizmadan atilir.  Atilan
antibiyotik kalintilar1 klasik atiksu aritma tesislerinde aritilamayabilir ve dogrudan alici
ortama girer. Kalict kimyasallarla sucul kirlenme nedeniyle, sucul ¢evredeki bakteri ve
diger mikroorganizmalar bu kimyasallara daha dayanikli hale gelebilir. Bu, ¢evrede
daha fazla antibiyotik dayaniminin ve dayanikli patojenlerinin gelismesine yol agar.
Yiiksek organik yiike sahip olan antibiyotik atiksularinin bu nedenle c¢evreye

verilmeden Once kesinlikle aritilmasi gerekmektedir.



Sucul ortamda antibiyotiklerin olusu ve kaderi, bazi iilkelerde calisilan pek ¢ok
aragtirmanin konusunu olusturmaktadir. 30'dan fazla antibiyotik maddesi, kanalizasyon
giris ve c¢ikis suyu Orneklerinde, yilizeysel sularda ve hatta yeralti ve igme sularinda
bulunmustur. Antibiyotiklerin metobolitleri veya pargalanma iiriinleri, tarimsal olarak
kullanilan alanlara ¢amur veya gilibrenin uygulanmasiyla veya arazi iizerine dogrudan
hayvan diskisiyla, yiizeysel yagmurlar vasitasiyla veya yerkiirenin derin tabakalarinda
sizmayla sucul ortama ulagirlar. Bu yolla topraklar, sucul ortamin antibiyotik
kirliliginin bir kaynag1 olarak hareket edebilir (Alder et.al., 2001). Araziye yayilmis
olan aritma g¢amurlarindaki ve giibredeki hidrofilik maddeler yagmurlar sonucunda
sizma ile sucul ¢evreye ulasir. Yiiksek lokal konsantrasyon toprak organizmalarini
etkiler.  Araziye yayilmig tibbi maddelerin toprakta mineralize olmalari veya

yeraltisularina ulagmalar1 da olasidir.

Giiniimiizde antibiyotik kirliligi giderimi i¢in mevcut uygulamalarda; biyolojik
aritima dayanan klasik aritim prosesleri ve ileri aritim yontemleri kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde anaerobik/aerobik ardigik aritma sistemleri orta ve yiiksek derecede

organik maddeler igeren atik sular i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu calismada, insanlarda ve hayvanlarda siklikla goriilen enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan sefalosporin grubu (sefamezin), makrolid grubu (eritromisin),
glikopeptid grubu (vankomisin), azol grubu (flukonazol), polien grubu (amfoterisin B)
ve tetrasiklin grubu (tetrasiklin) antibiyotik etken maddelerini iceren laboratuvar
ortaminda hazirlanmis sentetik atiksularin tek tek ve karisim halinde kesikli ve siirekli
reaktorlerde anaerobik aritilabilirlikleri arastirilmistir. Atik suya uygulanacak temel
arittm  olan anaerobik proseslerin basaris1 aritilan atitk su tipine ve proses
parametrelerinin dogru se¢imine baghdir. Bu baglamda anaerobik reaktorlerin verimli
olarak isletilmesi i¢in pH, alkalinite, KOI, ugucu yag asitleri ve biyogaz bilesimi gibi
parametrelerin aritim siirecinde takibi yapilmis ve NGS (yeni nesil dizileme) ile camur

icindeki arke ve bakteri tiirleri belirlenmistir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 ila¢ Sanayi ve Atik Sular

Kiiresel 1sinmanin da etkisiyle sehirlerimizin igme ve kullanma sularinin temini
ve dagitilmasi, su kaynaklarinin hizla kirlenmesi sebebiyle giivenilir kaynaklardan su
temini, son yillarin énemli sorunlar1 arasina girmistir. Insan saglig i¢in son derece
onemli olan igme ve kullanma sular1 mevcut ekolojik denge igerisinde hizla
kirlenmektedir. Bu yiizden bu kaynaklar siirekli denetim ve kontrol altinda tutma
gereksinimi vardir. Sulart kirleten maddeler gesit ve bilesen olarak her gecen giin

degistiginden giiniimiizde bunlarin kontrolii i¢in kullanilan mevcut analiz teknolojileri

sinirl ve bazi alanlarda yetersiz kalmaktadir (Sonmez ve Isik, 2013).

Modern yasamla birlikte temelde insan refahi i¢in gelistirilen bir¢cok kimyasalin
cevre ve insan sagligr lizerindeki etkileri ancak 1900’1 yillarin ortalarinda fark
edilmistir. Modern yasamin getirdiklerinden ve vazgecilmezlerinden olan genellikle
tedavi maksatl kullandigimiz ilaglarin yasantimizda énemli bir yeri vardir (Sénmez ve

Isik, 2013).

Farmosotik maddeler organik kimya biliminin gelismesine paralel olarak 20.
yiizyillda insan hayatina yaygin bir sekilde girmeye baslamis ve gilinlimiize kadar
kullanilan miktar ve ¢esitleri de siirekli artig gOstermistir. Farmosotik maddeler,
giiniimiizde modern toplumlarin gerek beseri ve gerekse veteriner alanlarinda artik
vazgegilmez bir yer almistir.  Ote yandan, daha hassas analitik ydntemlerin
kullanilmaya baglanmasiyla beraber sucul ve diger ortamlarda yapilan arastirmalar
sonucunda, kullanilan beseri ve veteriner ilaglarinin ¢esitli ortamlarda bulundugu ortaya
konmustur. S6z konusu bu kimyasal maddelerden kaynaklanan mikro kirleticilerin
goriilmesi ve bunlarin bu ortamlarda yasayan canlilara olan olumsuz etkilerinin ortaya
konmasi, endiseleri arttirmistir (Heberer, 2002; Daughton and Ternes, 1999; Halling-
Sorensen et al., 1998; Ternes, 1998 ; Richardson and Bowron, 1985).



laglar, kolay igilebilmeleri ve uzun siire depolanabilmeleri amaci ile miimkiin
oldugu kadar dayanikli ve sivi fazda hareketlilikleri yiiksek olacak sekilde tiretilirler.
Bu 6zelliklerinden dolayi, ilag i¢indeki aktif maddeler ve biyotransformasyon iirlinleri,
ekosistemde birikerek ¢esitli etkilere sebep olabilirler. Antibiyotikler, agr1 kesiciler ve
ates distriicii ilaglar, betablokerler, kolesterol ilaglari, sitostatik ilaglar, sentetik
steroidler v.b. gesitli arastirmalarla ekosistemde tespit edilen ilaglardir (Duong et al.,
2008; Ruhoy and Daughton, 2008).

2.1.1 Farmasotik maddelerin iiretim ve tiiketim oranlari

Ilag sanayi; sanayi, beseri ve veteriner hekimlikte tedavi edici, koruyucu ve
besleyici olarak kullanilan sentetik, bitkisel, hayvansal ve biyolojik kaynakli kimyasal
maddeleri farmasotik teknolojiye uygun olarak, bilimsel standartlara gore belirli
dozlarda basit veya bilesik farmasotik sekiller haline getiren ve seri olarak iireterek

tedaviye sunan bir sanayii dalidir (Ilag Sanayi Ozel Ihtisas Komisyonu Raporu, 2001).

Ilag sanayi, en yiiksek katma deger saglayan sektorlerin arasinda yer almaktadir.
Diinya ila¢ sektorii son yillarda hizli bir biliylime siireci igerisine girmistir. Diinya ilag
sektoriiniin biiylimesinde demografik degisim, ortalama yasam siiresinin artigi, hastalik
paternlerindeki degisimler, sosyal kiiresellesme, saglik hizmetlerine erisimdeki anlamli
artig ve sosyal devlet olgusunun dogusu énemli rol oynayan etmenler olmustur. (Ilag ve

Eczacilik Uriinleri Sektdr Raporu, 2014).

Diinya ilag pazari, 2012 yilinda, 961 milyar dolara ulagsmistir. Pazarin %80’ini
Kuzey Amerika, Avrupa ve Japonya pazarlari olusturmaktadir. Ancak artik bu pazarlar,
biiyiimeyi tetikleyen ana oyuncu konumlarini kaybetmektedirler. Ulkemizin de
aralarinda bulundugu pharmerging adi verilen gelismekte olan ilag pazarlarinin énemi
ve biliylimeye etkisi artmaktadir. Bunun temel nedeni ise bu iilkelerde milli gelirin
biliylimesi, saglik hizmetlerine erisimin artmasi ve kalitenin yilikselmesidir. Sekil 2.1 de

Diinya'da énemli ilag pazar1 durumundaki iilkeler siralamasi verilmistir (IEIS, 2013).
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Sekil 2.1 Diinyada ilag pazar1 (Milyar $,2012)

IMS Health 2012-2016 tahminlerine gore, ila¢g pazarinda biiylimenin, geligsmis
pazarlarda %1-4 arasinda, gelismekte olan ve Tiirkiye'nin de aralarinda oldugu gelisme

yolundaki pazarlarda ise % 14-17 arasinda olacagi ongoriilmektedir (IMS, 2013).

Kimya sanayi iiretimi i¢inde incelenen donemde yaklasik % 20’lik bir paya
sahip olan ilag¢ sanayi, yillik 100 milyon ABD dolar civarinda ila¢ ve ilag hammaddesi
thracati, bati iilkeleri seviyesine ulagmis ileri teknoloji diizeyi ile iilke ekonomisinde
dikkat ceken sektorlerden birini olusturmaktadir. Bugiin biyoteknoloji ve bazi ¢ok yeni
ilag tretim teknolojileri disinda Avrupa Birligi iilkelerindeki hemen her ilaci
iiretebilecek teknolojik diizeye ulasmis olan Tiirk ila¢ sanayinde, i¢ tiiketimin yaklasik

% 81,5’ yerli iiretimle, geriye kalan kisim ise ithalat ile karsilanmaktadir (IEIS, 2005).

Tirkiye ilag sektoriinde 6nemli ve biiyliyen bir pazar konumundadir. 2013
yilinda, Tirkiye ilag pazari, son iki yildir dolar bazinda kiiciilmekte olan ve 2012
yilinda TL bazinda %#4,8’lik daralmayla 14,4 milyar TL’ye (8,03 milyar dolar)
gerileyen Tirkiye ila¢ pazari, yapilan iskonta diizenlemesi ve ithal iriinlerdeki artis
nedeniyle, 2013 yilinda % 6,5 biiyiiyerek 15,4 milyar TL’ye (8,06 milyar dolar)

ulagsmistir. Kutu 6lgeginde ise kiiciik bir genisleme yasanmis ve 1.78 milyar kutuluk



satig gerceklesmistir. Sekil 2.2.” de lilkemizde yillara gore ilag satis deger ve hacmi

goriilmektedir.
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Sekil 2.2 Tiirkiye ilac endiistrisinin toplam satis deger ve hacmi (IEiS,2013)

Tiirkiye ilag sektoriinde yaklasik 300 firma faaliyet gostermektedir. Sektor, 2011
yilinda 11,2 milyar ABD Dolar1 diizeyindeki ilag piyasasi ile Avrupa’da 6. , diinyada
16. sirada yer almustir. 15’1 yabanci sermayeli olmak iizere 68 ila¢ lretim tesisi
bulunmakta, yaklasik 30.000 kisi istihdam edilmektedir. Ulkemizdeki yabanci sermayeli
firmalarin 15’1 tiretimlerini kendi tesislerinde yapmaktadir. Sektorde, ileri teknolojiye
uyum saglayacak yiiksek egitim gérmiis personel istthdami ve buna bagli olarak teknik

bilgi diizeyi giderek artmaktadir (Ilag Sektdrii Raporu, 2013).

Saglik Bakanligi verilerine gore, lilkemizde 68 ilag iiretim tesisi (15’1 yabanci
sermayeli) ve 64 iretici firma (13’1 yabanci) ile 12 hammadde iiretim tesisi (6’s1
yabanci) ve 10 hammadde iireten firma (4l yabanci) bulunmaktadir (flag Sektorii

Raporu, 2013).

2011 yilinda 1 milyar 556 milyon kutu olan Tirkiye receteli ilag pazar1 2012
yilinda %2,8 artis gostererek 1 milyar 600 milyon kutuya ulagmistir. 2012 yilinda
tiretilen 1 milyar 600 milyon kutunun %78,1°lik orani yani yaklasgik 1 milyar 249

milyon kutusu Tirkiye’de tretilmistir. 2011 yilinda Tiirkiye receteli ilag pazar1 deger



bazinda 13,98 milyar TL iken 2012 yilinda bu oran %5,9 azalarak 13,15 milyar TL
olmustur (Ilag Sektdrii Raporu, 2013).

Tiirkiye’de 3.100 gesit ilag iiretimi yapildig1 bilinmektedir. Diger taraftan farkl
dozajlar ve degisik farmasotik yapilar ile bu rakam yaklasik 8.000 civarina ¢ikmaktadir
(llag Sektorii Raporu, 2013).

Sektorde genellikle antibiyotikler, analjezikler olmak iizere bircok ilag etken
maddeleri tiretilmekte olup ilag iiretiminde kullanilan hammaddelerin yaklasik %80°1
ithalat ile saglanmaktadir. 2012 yili itibariyle Tirkiye’de kullanilan ilaglarin kutu
bazinda yaklasik %75,1°1 iilkemizde iretilmektedir. Ancak, ithal edilen ilaglarin
maliyeti, yurt icinde iiretilen ilaglarin maliyetinden daha yiiksektir. Bazi ilaglar, ileri
teknoloji gerektirdigi i¢in yalnizca diinyadaki belirli merkezlerde {iretilebilmektedir.
Ayrica, lilkemizde tiikketimi az olan ve iiretimi ekonomik olmayan bazi ilaglarin iiretimi
de yapilmamaktadir. Ulkemizde genellikle ¢ok yeni, koruma altinda ve/veya ileri
teknoloji gerektiren preparatlar, bazi asilar, kan {iriinleri, baz1 kontrollii salim sistemine
sahip olan ilaglar, insiilin ve kanser ilaglari, bazi hormonlar, radyoniiklidler, bazi
oftalmolojik preparatlar ve antidotlar gibi farkli tedavi grubundaki ilaglar ithal
edilmektedir. Tiirkiye Ilag Sektorii'nde genellikle lisans altinda {iretim, fason {iretim,
jenerik/esdeger ilag iiretimi ve ilag etkin madde {iretimi yapilmaktadir (Ilag Sektorii

Raporu, 2013).

Pazarda, tutar 6l¢eginde, en ¢ok tiiketilen tedavi gruplart arasinda antibiyotikler
ilk swrayr korurken, son 5 yilda pazar paylart %15,1’den %11,6’ya  diigmiistiir.
Kardiyovaskiiler, sinir ve solunum sistemiilaglarinda da pazar payr kayiplar
yasanirken, onkoloji ilaglarimin ise pazar paylarini artirdiklart goriilmektedir (Sekil

2.3.) (iEiS, 2013).
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Sekil 2.3 Tedavi gruplarma gore ilag tiiketimi (IMS; IEIS, 2013)

Tedavi alaninda, 2014 yili itibar1 ile onkoloji, diyabet, multipl skleroz ve HIV
ilaglarinda %10 artis beklenmektedir. Bununla birlikte; yine ayni siiregte jenerik ilag

pazarmin énemli 6lglide biiyliyecegi 6ngoriilmektedir ( IMS Health, 2013).
2.1.2 Cevre mevzuatinda ila¢ sanayi

Insanin saglikl1 bir ¢evrede yasamas1 Anayasa’nin 56. Maddesi ile garanti altina
alinmigtir. Bu maddede “Herkes dengeli bir ¢evrede yasama hakkina sahiptir. Cevreyi
gelistirmek, cevre saglhigini korumak ve cevre kirlenmesini Onlemek devletin ve

vatandaglarin 6devidir.” Denmektedir (Tiirk Cevre Mevzuati1,1999).

Biitlin vatandaglarin ortak varlig1 olan ¢evrenin korunmasi, iyilestirilmesi; kirsal
ve kentsel alanda arazinin ve dogal kaynaklarin en uygun sekilde kullanilmasi ve
korunmasi; su, toprak ve hava kirlenmesinin 6nlenmesi, iilkenin bitki ve hayvan varligi
ile dogal ve tarihsel zenginliklerin korunarak, bugiinkii ve gelecek kusaklarin saglik,
uygarlik ve yasam diizeyinin gelistirilmesi ve giivence altina alinmasi i¢in yapilacak
diizenlemeleri ve alinacak onlemleri, ekonomik ve sosyal kalkinma hedefleriyle uyumlu

olarak belirli hukuki ve teknik esaslara gore diizenlemek 2872 Sayili, 11.08.1983 tarihli



Cevre kanunu ile amaclanmaktadir. Bu kanuna gore; her tiirlii atik ve artig1 gevreye
zarar verecek sekilde, ilgili yonetmeliklerde belirlenen standartlara ve yontemlere aykir
olarak dogrudan veya dolayli bi¢gimde alic1 ortama vermek, depolamak, tasimak,
uzaklastirmak ve benzeri faaliyetlerde bulunmak yasaktir.  Kirlenme ihtimalinin
bulundugu durumlarda ilgililer kirlenmeyi onlemekle; kirlenmenin meydana geldigi
hallerde kirleten, kirlenmeyi durdurmak, kirlenmenin etkilerini gidermek veya azaltmak
icin gerekli tedbirleri almakla yiikiimlidirler (11 Agustos 1983,ve 18132 Sayili Resmi

Gazete).

Tehlikeli atiklarin  kontrolii  yonetmeliginde belirtilen, tehlikeli atiklarin
iiretiminden nihai bertarafina kadar gecen asamalardan insan sagligina ve ¢evreye zarar
verecek sekilde dogrudan veya dolayli bicimde alic1 ortama verilmesinin dnlenmesini,
tiretiminin ve tasinmasinin kontroliiniin saglanmasini, yeterli bertaraf tesisi kurulmasi
ve bu tesislerin ¢evresel bakimdan saglikli bir sekilde kontroliinii, ¢evreyle uyumlu
yOnetiminin saglanmasi ilag sanayi agisinda onemlidir. Tehlikeli atiklarin kontrolii
yonetmeliginde EK 3’de belirtilen farmas6tik  {riinlerin  iiretiminden  ve
hazirlanmasindan  kaynaklanan atiklar, farmasotik ilag artiklart tehlikeli atik

kategorisine girmektedir (Tehlikeli Atiklarin Kontrolii Y6netmeligi, 2005).

Tibbi atiklarin  kontrolii  yonetmeliginin  amaci  saglik kuruluslarindan
kaynaklanan tibbi atiklarin halk sagligina ve gevreye zarar vermeden ayri1 olarak
toplanmasi, gec¢ici depolanmasi geri kazanilmasi, taginmasi ve nihai bertaraflarinin
saglanmasma yonelik idari, teknik ve hukuki prensip, politika ve programlarin
belirlenerek uygulanmasini saglamaktir. Tibbi atiklarin kontrolii yonetmeliginde tibbi
atik {nitelerinden kaynaklanan patolojik ve patolojik olmayan, enfekte, kimyasal ve
farmasotik atiklar ile kesici-delici malzemeler ve sikistirilmig  kaplari  olarak
tanimlanmaktadir. Yonetmelikte deney hayvanlarinin kullanildig1 laboratuar, eczane ve
ilag depolarindan kaynaklanan atiklar ila¢ sanayi biinyesinde olusan atiklar kapsaminda

degerlendirilebilir (Tibb1 atiklarin kontrolii yonetmeligi, 1993).
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2.2 Antibiyotikler

Antibiyotikler, mantar veya benzeri mikroorganizmalar tarafindan olusturulan,
mikroorganizmalarin ve baska canlilarin gelismesini durdurma (biyostatik) ve hatta
bunlar1 6ldiirme (biyosidal) giicii bulunan dogal ya da kimyevi maddeler olarak
adlandirilmaktadir (Oner, 1992).

Antibiyotikler tipta kullanilan tiim ilaglar i¢inde “mucize ilag” olarak
isimlendirilmektedirler. Kullanima girmelerinden gliniimiize kadar uzun bir siire¢
geememesine ragmen bu ilaglar ile ilgili gelismeler hizla artmis ayn1 zamanda
kullanimlar1 sirasinda ve sonrasinda ortaya ¢ikan 6nemli sorunlar da gliindeme gelmistir

(Akalin, 1994).

2.2.1 Antibiyotiklerin siniflandirilmasi

Antibiyotikleri  ¢esitli  kriterlere = gére  smiflandirmak = miimkiindiir.
Mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine, etki mekanizmalarina, kimyasal
yapilarina ve farmakokinetik 6zelliklerine gore siniflandirilabilirler. Viicut sivilarinda
olusturduklart konsantrasyonlarda mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine gore
bakteriyostatikler ve bakterisidler olmak iizere iki sekilde siniflandirilirlar. En sik
kullanilan smiflama olan antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi

Cizelge 2.1°deki gibidir (Ulusoy, 1999; Aktuglu, 1997; Chambers, 2001; Akkan, 1997).
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Cizelge 2.1 Antibiyotiklerin etki mekanizmalaina gore siniflandirilmast (Ulusoy, 1999;

Aktuglu, 1997; Chambers, 2001; Akkan, 1997)

Beta-Laktamlar

Sefalosporinler

Bakteri hiicre duvar .T.enlsmnle-r
o . . . eikoplanin
sentezini bozan ve litik Glikopeptitler Vankomisin
enzimleri aktive edenler c -
Sikloserin
Basitramisin
Polimiksinler
Amfoterisin B
Sitoplazma membran permeabilitesini bozanlar Azoller
(Deterjan etkisi yapanlar) Ketokonazol
ftrakonazol
Flukonazol
Tetrasiklin
30S yada 50S Ribozomlarina baglanarak protein Eritromisin
sentezini geri doniigiimlii olarak bozanlar Klindomisin
(bakteriostatik) Pristinomisin

Aminoglikozitler

30S ribozomuna baglanarak protein sentezi Streptomisin
degistiren ve hiicre 6liimiine neden olanlar Neomisin
Kanamisin
Gentomisin
Rifompisinler
Bakteriyel niikleik asit metabolizmasini degistirenler (R”l::ﬁ\ bpizl Ig?qir)az
(DNA ve RNA sentezini bozan) Y
Kinolonlar
(topoizomeraz inhibisyonu)
. . . Trimetoprim
Bakteriyel antimetabolitler Siilfonamidler

Antiviraller

2.2.2 Antibiyotiklerin kullanim alanlar ve ekolojik etkileri

Antibiyotikler tiim diinyada en ¢ok kullanilan ilaclar arasinda ilk siralarda yer

almaktadir. Gelismekte olan {ilkelerin saglik biitgelerinin  %35°1 antibiyotiklere

harcanmaktadir.

Antibiyotikler bircok gelismekte olan {ilkelerde yanlis ve asir

kullanilmaktadir. Baz iilkelerde ise antibiyotikler regetesiz olarak eczanelerde, hatta

marketlerde dahi satilabilmektedir (Isturiz, 2000). Diinyada antibiyotiklerin kullanim
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oranlarina bakildiginda; cogunlukla kullanilan antibiyotikler Tiirkiye ig¢in; penisilin
(%45), sefalosporinler (%20), makrolidler (%17,5), kinolonlar (%17) ve tetrasiklinlerdir
(%4) (Karabay ve Hosoglu, 2008). ABD’de; iyonoforlar/arsenikaller (%47,5),
tetrasiklinler (%15,8), penisilinler (%4,3) ve siilfonamidlerdir (%2,3). Ingiltere’de ise
tetrasiklinler en ¢ok kullanilan antibakteriyel bilesiklerdir. Bundan sonra sirasiyla
stilfonamidler, B-laktamlar, makrolidler, aminogilikosidler, flurokinolonlar ve digerleri
seklinde siralanmaktadir (Ungemach et al., 2006). Finlandiya’da en yaygin tiiketilen
ilag tetrasiklinler (%28) iken; Avusturya’da makrolidler (%26); Danimarka ve Isve¢’de
ise dar spektrumlu penisilinlerdir (%40) (Cars et al.,2001).

Tiirkiye’de hayvan yetistiriciliginde 6zellikle tetrasiklin grubu antibiyotikler
kullanilmaktadir (Karci vd., 2010). Ancak bu amagla kullanilan antibiyotiklerin
%90’1na kadar olan kisminin digki ile atildig1 yapilan bir ¢aligma ile belirlenmis olup,
toprak ve giibre Orneklerinde tetrasiklin ve siilfonamidlerin sirasiyla 46 mg/kg ve 91

mg/kg’a varan miktarlarda tespit edildikleri bildirilmistir (Martinez- Carballo, 2007).

Antibiyotiklerin ana kaynaklari; evler, hastaneler, saglik ocaklar1 (tibbi tedavi,
kullanilmayan ila¢ uzaklastirilmasi), kiimes hayvanlari ve ciftlik hayvanlar1 besleme
islemleri (biiylime artiricilart) ve ilag treticileridir (Kulis et al.,2003; Tiirkdogan ve
Yetilmezsoy,2009). Kanalizasyon, tibbi atiklar, endiistrideki aktiviteler, antibiyotik ve
ilag tireten endiistriler, gida iiretimi, ev gerecleri, Uriinler lizerine spreyleme, ciftlik
hayvanlarimin tiretimi, balik ciftlikleri gibi faaliyetler antibiyotiklerin temel kaynaklarin
olusturmaktadir (Daughton and Ternes, 1999; Halling-Sorensen et al., 1998; Ternes,
1998).

Veterinerlik hizmetlerinde kullanilan antibiyotikler, maliyetlerinin ucuz olmasi
ve tiiketiciler tarafindan kolay temin edilebilmesi yiiziinden tercih edilmektedir. Bu
durum cevresel agidan sorun olusturmaktadir (Karct vd., 2010). Boylece ekosistemdeki
organizmalara ve biyolojik aritma sistemlerindeki mikroorganizmalarda toksisite
meydana getirerek ekolojik dengeyi bozmaktadir (Topal vd.,2012).

Antibiyotikler veteriner amaglari i¢in veya hayvan ¢iftliklerinde biiylime

artiricilart olarak kullanilirsa giibrelerden topraga dogru sizabilir ve yeraltisuyuna



13

gecebilir. Ayrica antibiyotiklerin aritimi esnasinda, antibiyotik kalintilari, toprakta veya
diger cevresel boliimlerde ylizey ve yeraltisularina, hatta potansiyel igme sularina

ulagabilir (Tiirkdogan ve Yetilmezsoy, 2009; Kiimmerer, 2003).

Insanlar tarafindan kullanilan ilaglar insan viicudundan sadece c¢ok az
dontistiiriilmiis halde veya hi¢ degismeden atilir, idrar ve digki yoluyla kanalizasyona
ve oradan da atiksu aritma tesisine ulasirlar (Halling-Sorensen et.al.,1998; Heberer,
2002; Mersmann, 2003). Insanlarin kullanimi icin satilan tibbi ilaclarin bilinmeyen bir
kismi da, insanlar tarafindan tuvaletlere atilir ve kanalizasyon sistemine karigarak aritma
tesisine ulagirlar (Halling-Sorensen et al.,1998). Sucul ¢evreye ulasabilecek ilag

bilesiklerinin kaynaklar1 Sekil.2.4> de verilmistir.

k.
L

e

Atilim Atihm Atk

| §eh;a‘nalisyn,|£|
‘—-—| Kanalizasyon suyu ile y

Atik su —= Atk su artma

Evsel atik dikiim alam

Sekil 2.4 Sucul gevredeki ilag bilesiklerinin kaynaklari (Saygi et al., 2012)

Antibiyotikler c¢ok az doniisiime ugrayarak veya degismeden ve polar

molekiillere konjuge olarak ¢evreye serbest birakilir (Kemper, 2008). Antibiyotiklerin
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biyolojik ayrigabilirlikleri diigiik oldugundan toprakta, sedimentlerde ve siiziilme sonucu
yeralt1 sularinda birikirler (Celebi ve Sponza, 2007). Ayrica atiksu aritma tesislerinin
cikis sularinda da bulunabilen antibiyotikler yiizey sulari igin bir kirlilik unsuru
olabilmektedir (Halling-Sorensen, 1998; Kiimmerer et al., 2000). Aritma tesisinden
almmarak araziye yayillmis olan aritma c¢amurlarinda da antibiyotik kalintilar
bulunabileceginden yagmurlar sonucunda sizma ile sucul gevreye ulasabilir. Ayrica
yiiksek lokal konsantrasyon toprak organizmalarini etkileyebilir (Halling-Sorensen
et.al.,1998).

Penisilinler ve amfisilin gibi baz1 antibiyotikler sucul c¢evrede kolaylikla
biyolojik olarak bozunabilir. Bununla beraber tetrasiklinler, eritromisin, metrodinazol
ve siilfametokzol gibi bircok antibiyotik, klasik atiksu aritma teknikleriyle kolaylikla
giderilmeyebilir (Kulis et al., 2003; Tiirkdogan ve Yetilmezsoy, 2009; Halling-Sorensen
et al.,1998). Ayrica, siilfonomidler gibi ¢esitli antibiyotikler ¢gamur, toprak, sediment ve
giibreye giiclii bir sekilde baglanir ve biyolojik pargalanmalar1 zorlasir (Tiirkdogan ve
Yetilmezsoy, 2009). Bu durum, suda ve toprakta yasayan organizmalar i¢in pug/L-mg/L
derisim araliginda toksik etki yapar ve ekolojik dengeyi negatif yonde etkiler (Halling-
Sorensen, 1998).

2.2.3 Antibiyotiklerin tespiti

Son yillarda, yiizey sularda ve kentsel atiksulardaki antibiyotiklerin tespiti i¢in
kullanilan bazi analitik yontemler aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir. Elektrosprey
sirali  kiitle spektrometresi ile birlestirilmis sivi kromotografisi (LC), LC Kkiitle
spektrometresi (MS) ile online kati faz ekstraksiyonu (SPE) (CDC, 1990;
Vanderbroucke-Grauls, 1993), SPE ve HPLC (Cohen, 1992), Diod-array UV detektorii
ve bir florasans dedektorii ile birlikte offline SPE ve HPLC (Goldmann vd., 1996), SPE
ve Silika kartus temizleme ile birlestirilmis LC-Elektrosprey sirali MS (Shlaes vd.,
1993), UV-Diod-Siral1 tespit ile kapiler bolge elektroforez (Schentag, 1995) gibi farkli
analizleme metotlar1 ve teknikleri ile ilgili ¢esitli makaleler bulunmaktadir (Topal vd.,

2013).
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2.3 Aritim Mekanizmalari

Giliniimlizde atiksu arntiminda fiziksel, kimyasal, biyolojik ve ileri aritim
yontemleri uygulanmaktadir. Birincil aritimda, atiksu aritma tesislerinde atiksuyun kati
iceriginin giderildigi bilinmektedir. ikincil aritim biyolojik sistemlerle ilgilidir ve
atiksudan organik maddeler giderilmektedir (Roberts and Thomas, 2006; Gomez et al
2006; Bendz et al., 2005; Kolpin et al.,2004).

Geleneksel evsel atiksu aritma tesisleri biiyiilk oranda tesise diizenli gelen
organik maddeler ile azot ve fosfor gibi niitrientlerin giderimi {izerine
projelendirilmistir. Kullanilan birgok tibbi ila¢ ise atiksu aritma tesislerinde
metabolitleri (ara {riin) ve farkli kimyasal yapilarindan dolay1 farkli oranlarda
aritilmakta veya hi¢ aritilamamaktadir. Aritma tesislerindeki ilaglarin giderim oranlari
tizerindeki ¢alismalar ¢ogunlukla giris ve ¢ikis suyu konsantrasyonlarinin olgiilmesi
esasina dayanmaktadir. Giderim oranlari, kullanilan aritma teknolojisine, hidrolik
bekletme siiresine, mevsimsel kosullara ve aritma tesisinin performansina bagli olarak
biiyiik degisiklikler gosterebilmektedir (Heberer 2002, Clara et al., 2004, Carballa et al.,
2004).

2.3.1 Abiyotik siirecler

Diisiik adsorpsiyon katsayili bilesikler siv1 fazda kalma egilimindedir ve atiksu
aritma tesislerinden alic1 ortama ulagirlar. Bu yolla agrikesiciler, antibiyotikler gibi sivi
fazda kalan bazi farmasdtik kimyasallar camura adsorplanirlar.  Ozellikle
adsorplanabilme 0zelligi biyolojik parcalanmanin temel basamagini da olusturmasi
bakimindan son derece 6nem tasir. Eger bir organik madde aktif ¢amur biyokiitlesi
bakimindan adsorplanabiliyorsa biyolojik olarak da parg¢alanabilme sansi1 vardir. Ciinkii
herhangi bir maddenin hiicre igine tasmabilmesi icin, Oncelikle hiicre tarafindan
tutunabilmesi gerekmektedir. Aksi durumda pargalanma orani son derece diislik
olabilir. Bu nedenle atiksulardaki renkli ve renksiz organik kirleticilerin gideriminde
adsorpsiyon islemi 6nemli bir yer tutmaktadir (Ohlenbusch et al., 2000; Godfrey et al.,
2007; Quntana et al., 2005).
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Abiyotik giderim mekanizmalarina sorpsiyon, sityirma ve uguculuk, abiyotik

hidroliz, abiyotik oksidasyon 6rnek olarak verilebilir.

2.3.1.1 Sorpsiyon

Atiksu aritma tesislerinde organik mikrokirleticilerin aktif camura sorpsiyonu iki
ana mekanizmaya baglidir: adsorpsiyon ve absorpsiyon. Absorpsiyon bir bilesigin diiz
ve halkal1 gruplari ile mikroorganizmalarin lipofilik hiicre membran1 ve ¢amurlarin lipit
kisminin hidrofobik etkilesimidir. Adsorpsiyon bir kimyasalin pozitif yiliklii gruplar ile
biyokiitlenin negatif yiikli ylizeyi arasindaki elektrostatik etkilesimlerdir
(Schwarzenbach et al., 2003). Sekil 2.5’de bahsedilen mekanizma goriilmektedir.

Negatif yiikl ylizey

Lipofilik
hiicre zan \

Yizeyde
pozitif yakld bir
bilesigin veya
dipolar bir
iyonun
adsorpsiyonu

Lipofilik hiicre zannda hidrofobik bir bilegifin absorpsiyonu

Sekil 2.5 Camur iizerinde organik bilegiklerin absorpsiyonu ve adsorpsiyon
mekanizmasi (Golet et.al.,2002)

2.3.1.2 Siyirma ve ucuculuk
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Ugucu pargalanmaya kars1 dayanikli maddeler, styirma ve uguculuk yoluyla su
fazindan havaya tasinabilir. Styirma mekanik havalandirmadan dolay1 aktif bir proses,

ucuculuk ise diflizyondan dolay1 pasif bir islemdir ( Poseidon., 2005).

2.3.1.3 Abiyotik hidroliz

Abiyotik hidroliz, su ve ksenobiotik organik bilesikler arasindaki reaksiyondur.
Ksenobiotik organik bilesiklerin metabolitlerine pargalanmasi sonucu olusmaktadir.
Ksenobiotik organik bilesiklerden hidrolize karst hassas olanlar alkil halidler, amidler,

karbamik asitler ve esterlerdir (Connell, 1997).

2.3.1.4 Abiyotik oksidasyon

Atiksulardaki abiyotik oksidasyon, oksidanlar (O, NO™ vb.) ve tipik olarak
ilave oksijen iceren ksenobiotik organik bilesikler arasindaki reaksiyonlardir. Proses

¢Oziinmiis oksijenin konsantrasyonuna, nitrat ve ksenobiotik organik bilesigin

ozelliklerine baglidir (Connell, 1997).
2.3.2 Fiziko-Kimyasal aritma

Biyolojik sistemler gerekli Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOI) ve Biyolojik
Oksijen Thtiyac1 (BOIs) giderme verimlerini her zaman saglayamaz. Bu durumda fazla
KOI, BOIs ve Askida Kati Madde (AKM)’yi gidermek igin fizikokimyasal aritma
uygulanir. En ¢ok kullanilan koagiilantlar aliiminyum siilfat ve polimerlerdir. (Kanat,

2011).
2.3.3 Pihtilastirma-Yumaklastirma

Kendiliginden ¢okelmeyen ve stabil halde olan bu taneciklerin fiziksel ve
kimyasal etkilerle stabilliginin bozulmasi islemi pihtilastirma (koagiilasyon) olarak
tanimlanir. Yumaklastirma (flokiilasyon) islemi ise, pihtilasmis taneciklerin yumaklar

teskil ederek ¢okelebilir bityiikliige ulasmasidir (Sengiil ve Kiigiikgiil, 1995).
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2.3.4 Biyolojik aritim

2.3.4.1 Aerobik aritim

Aerobik aritimda en sik kullanilan yontem aktif camur yontemidir. Aktif camur
sistemi dengeleme, havalandirma, ¢oktiirme ve dezenfeksiyon siireglerinden olusur.
Aktif ¢amur kolloidal ¢oziinmiis maddelerin mikroorganizmalar ile ¢okebilir biyolojik
floklara doniistiirildiigli siiregtir ve bu siliregte havalandirma havuzu igindeki
mikroorganizmalarin askida tutulmasi esastir. Biyolojik aritma iinitesi, havalandirma
sonucu organik maddelerin askida biiyliyen mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi
prensibiyle ¢alisir. Mikroorganizmalarin organik maddeleri oksitlemesi sonucu organik
maddeler ya okside olur ya da biyokiitleye doniisiir. Gereken aritma veriminin
saglanmasi i¢in olusan biyokiitlenin bir kismi ¢oktiirme kademesinde fazla camur olarak
sistemden atilirken, bir kismi1 havalandirma {initesine geri verilir. Aktif camur siirecinde
bakteriler ~en Onemli mikroorganizmalardir, c¢ilinkii  organik  maddelerin
par¢alanmasindan sorumludurlar. Bu sistemde genellikle flamentli bakteriler kullanilir

(Burkinshaw and Willmott, 1994).

2.3.4.2 Anaerobik aritim

Anaerobik aritma, kisaca, organik ve inorganik maddelerin, oksijenin
yoklugunda mikroorganizmalarin yardimiyla par¢alanarak CO,, CHy4, H,S ve NH3; gibi
nihai triinlere doniismesi olarak aciklanabilir. Anaerobik aritma ilk olarak sadece
camurlarin cliriitilmesi amaciyla kullanilmaya baslanmis, ancak atiksularda aerobik
aritmaya kiyasla avantajlarinin kesfedilmesinden sonra bu alanda da yaygin bir sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle enerji maliyetlerinin énemli bir problem oldugu
giiniimiizde, aerobik aritmaya nazaran daha az enerji gerektirmesi ve hatta proses
sonucu ortaya ¢ikan metanin enerjiye doniistiiriilebilmesi anaerobik aritmanin daha da
yaygin bir sekilde kullanilmasina neden olmustur (Debik ve ark. 2008).

Anaerobik aritma prosesi olduk¢a karmasik bir prosestir. Bir¢ok unsur anaerobik

aritma mekanizmasina etki eder. Bunlardan belli baslicalar; pH, alkalinite, sicaklik,
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amonyak inhibisyonu, siilfiir, toksik maddeler, kati madde tiirii (kolay ayrisabilir, orta
derecede ayrisabilir ve zor ayrisabilir organik kati maddelerin dagilimi) niitrientler,

ucucu asitler, gaz liretimi, metan olusumu vb. olarak sayilabilir (Debik ve ark 2008).

Dengeye ulasan bir tesiste pH, olagan olarak 7-8,5 arasindadir. Bu degerin
6,2’nin altina inmesi, metan bakterileri lizerinde toksik etki yaratir. Metan olusturucu
bakteriler i¢in en uygun pH degerleri nétr veya hafif alkali degerlerdir. Anaerobik
sartlarda fermantasyon islemi devam ederken 7- 7.5 arasinda degisir (Debik ve ark
2008). Substrat i¢inde ne kadar ¢ok organik madde bulunursa, asit tireten bakteriler de
o kadar cabuk gelisirler. Bu da 1. fazda ara {irlinlerin y1gilmasina ve bdylece de aritma
tesisinde asit konsantrasyonunun artmasina; pH degerinin diismesine neden olur.
Uretilen asitlerin fazla olusu, ortamin metan bakterilerinin yasamasi icin elverisli
olmayan bir hale gelmesine neden olur. Bu gibi durumlarda reaktdre organik madde

yiiklenmesi kesilerek asit oranmnin diismesi saglanir (Oztiirk 2007).

Anaerobik aritim genelde mezofilik sicakliklarda gerceklestirilir. Bunun ana
nedeni, termofilik sistemlerin kararliligimin daha diisilk olmasi ve daha kolay proses
arizalart olusturma riskidir. Buna ragmen son 15 senede bir¢ok tam 6l¢ekli termofilik
tesis devreye alinmistir. Ayrica Danimarka‘daki tiim merkezi biyogaz tesisleri de
termofilik sartlarda c¢alismaktadir. Tiim bunlar termofilik proseslerin etkin izleme ve
kontrol yoluyla olduk¢a kararli bir sekilde calistirilabildiginin bir gostergesidir
(Hartmann et al.. 1999).

Ortamda isletme esnasinda TUA/Alkalinite orant 0,1 degerini asmamalidir.
Ortamin pH’sinin diismesi ve bunun sonucu olarak, alkalinitenin azalmasi1 durumunda
sistemin alkalinitesinin ilave kimyasallar ile arttirilmasi gereklidir. Yaygin olarak
kullanilan kimyasallara 6rnek olarak Ca(OH);, NaHCOj3, Na,COs;, NaOH, NH;3 veya
NH4HCOj3 verilebilir (Rittmann and McCarty 2001).

Anaerobik mikroorganizmalarin molekiiler oksijene duyarlilig: farkli mikrobiyal
gruplar arasinda oldukg¢a farklilik gosterir. Metanojenler gibi, bazilar1 asir1 derecede

duyarlidir ve belirlenebilir oksijen sinirinin altindaki seviyelerde inhibe edilirler.
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Birgok Clostridium gibi digerleri, oksijene nispeten hos goriiliidiir ve kisa siireli maruz
kalmaya dayanabilir. Zorunlu anaeroblar, herhangi bir enerji iireten basamakta ya da

anabolik veya katabolik reaksiyonlarda da oksijeni kullanmaz (Johnson, 1999).

Anaeroblar, farkli oksidasyon reduksiyon potansiyellerinde (redoks potansiyeli,
En) biiyiiyebilme yeteneklerine gore simiflandirilirlar.  Ep, bir ¢ozeltideki maddelerin
elektronlar1 verme ya da alma (yani oksitlenmis ya da indirgenmis hale gelmesi)
egiliminin bir Ol¢limiidiir.  Pozitif Ep degerleri anaeroblarin biiylimesini inhibe
edecektir, ama sinirlayict Ep, En y1 ayarlamada is goren oksidant (lar)a baghdir. Bazi
anaeroblar Oj’den baska bir maddenin Ep y1 artirmast halinde pozitif redoks
potansiyelinde biiyliyebilme yetenegindedir. Mikrobiyal tiire bagli olarak fakiiltatif
anaeroblar +300 ve —420 mV arasinda biiyiiyebilirken obligat anaeroblar —150 ila
—420 mV arasinda yasayabilirler. Ej ¢oziinmiis oksijen varligiyla yiikseldiginde, ¢ogu
obligat anaerob —100 mV dan daha yiiksek bir E, da inhibe edilir. Bazi metanojenler
gibi zorunlu anaeroblar —330 mV dan daha yiiksek bir Ej, da biliylimeye baslamayacaktir
(Iscen, 2006; Johnson, 1999).

Arntilacak madde ile onun aritimini yapacak olan mikroorganizma sik sik bir
araya gelmeleri saglamak gerekir. Bu da hidrolik bekleme siiresinin uygun se¢ilmesi ile
saglanabilir. Hidrolik bekleme siiresi prosesin yiiriimesi ve ger¢eklesmesi agisindan ¢ok
onemlidir. Hidrolik bekleme siiresinin en dogru secilmesi halinde, ¢ok daha fazla gaz

elde etmek miimkiindiir (Anacak, 2012 ).

Anaerobik aritma biyolojik bir proses oldugundan aritmada en Onemli pay
mikroorganizmalara aittir. Dolayisiyla anaerobik aritmada birgok farkli mikroorganizma
tiirii rol oynar. Ancak temel islevi iki grup mikroorganizma gerceklestirir. Bunlar; asit
bakterileri ve arkelerin biiyiik cogunlugunu olusturan metanojenlerdir. Cizelge 2.2°de
anaerobik sistemlerde etkin olan baslica mikroorganizma gruplar1 verilmistir (Oztiirk,
2007).

Cizelge 2.2 Baslica anaerobik mikroorganizmalar gruplar1 (Oztiirk,2007)



21

Asit Bakterilen Biitirik ve propivonik asit tiretenler

Asetik asit dretenler

Metan Bakteriler: | Asetik asit kullananlar

Hidrojen kullananlar

Anaerobik aritmanin avantajlari

Geleneksel aktif camur yontemiyle kiyaslandiginda anaerobik aritma su temel
avantajlar saglar (Lettinga, 1995; Speece, 1996):

* Teknik olarak basit ve yatirimi diisiik reaktorlerde gergeklestirilir.

* Enerji kullanmaz, hatta biyogaz seklinde faydali enerji iiretir.

* Yeni reaktor teknolojisi ile yiiksek hidrolik ylikleme ve bunun sonucu olarak
daha diisiik reaktor hacmi miimkiin olmaktadir.

* Besin gereksinimi geleneksel aktif camur yontemine gore daha diisiiktiir;

KOI:N:P oran1 750:5:1 oranlarinda tutulabilir.

* Substratin biiylik boliimii biyogaza doniistiigiinden, ¢amur iiretimi oldukga
diistiktiir.

* Anaerobik reaktorlerdeki mikroorganizmalar, uzun siire karbon kaynagi
beslemeden spor formuna gecis ile aktivitelerini koruyabilmektedirler. Bu 6zellik,
mevsimsel ¢alisan seker, gida, konserve gibi endiistriler i¢in anaerobik teknolojiyi cazip

kilmaktadir.

Anaerobik sistemler ¢ok yiiksek organik yiiklemelerde c¢alistirilabilmektedir.
Buna karsin, aerobik sistemlerde oksijen transferi simirli oldugundan yiiksek organik
yiikler uygulanamamaktadir. Bu durumda, KOI degeri 5000 mg/I’den biiyiik olan
atiksularin aritilmasinda anaerobik sistemlerin kullanilmasi daha verimli aritma

saglamaktadir (Rittmann and McCarty, 2001).

Aktif camur prosesinde temel eleman havalandirma havuzudur. Havalandirma
havuzunda olusan hava kabarciklari, askida bakterilerin biiyiimesine ve atiksu i¢indeki
organik maddelerin okside olmasini saglar. Ancak havalandirma techizatlari, atiksu

aritma tesisinde kullanilan toplam enerjinin % 50’sinden fazlasini tiiketir (Tuluk, 2007).
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Bu yiizden anaerobik aritma prosesi gibi havalandirma ihtiyact olmayan dolayisiyla
daha az enerji tiikketen prosesler, aerobik aritma prosesine gore tercih edilmektedir
(Demirel ve Yenigiin, 2002). Anaerobik aritmanin aerobik aritmaya nazaran daha az
enerji ihtiyacinin olmasinin yani sira iiretilen metanin da enerji olarak bir degeri vardir

(Metcalf and Eddy, 2003).
Anaerobik aritmanin dezavantajlari

Yukarida sayilan avantajlarinin  yaninda anaerobik  aritmanin  bazi
dezavantajlarinin oldugu iddia edilmistir. Tarihsel olarak anaerobik aritmanin yavas ve
sinirl sayida organik atigin aritimi i¢in uygun oldugu ve anaerobik aritmanin yiiksek
KOI'li atiklar igin (>5 g/L) yiiksek sicaklikta (yak. 35 °C) ve yiiksek hidrolik bekleme
stirelerinde isletilmesi gerektigi kabul edilmistir. Oysa son yillarda yapilan aragtirmalar

bu varsayimlarin gegersiz oldugunu gostermistir (Stuckey, 1998).

Atiksuyun alkalinitesinin diisiik olmasi da anaerobik aritma igin bir
dezavantajdir. Bu sorun kalsiyum karbonat gibi baz1 kimyasallar kullanilarak
Onlenebilir. Atiksuyun siilfat igerigi yiiksek ise siilfat indirgeyici bakteriler stilfati
hidrojen siilfiire doniistiiriirler. Bu da koku problemine neden olur. Klorlu organikler
anaerobik aritmada aerobik aritmaya gore daha zararhidir. Diisiik sicakliklarda aritma
hiz1 diisiiktiir.  Anaerobik aritmanin gerceklesebilmesi i¢in atiksuyun C/N/P orani

300/5/1 veya 500/5/1 olacak sekilde ayarlanmalidir (Coban, 2009).
Biitlin bu avantajlar ve dezavantajlar géz Oniinde bulundurularak anaerobik

aritma yapilip yapilmayacagma karar verilmelidir. Bunun i¢in de atiksuyun

karakterizasyonu 1yi yapilmalidir.

Anaerobik aritim ve asamalari
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Anaerobik aritma temel olarak {i¢ sathada ger¢eklesir (Debik vd., 2008).

1. Yiiksek yogunluklu organik maddelerin hidroliz sonucu diisiik yogunluga sahip
organik maddelere doniistiiriilmesi,

2. Diisiik yogunluklu organik maddelerin asit bakterilerince asetata doniistiiriilmesi,

3. Metan bakterileri tarafindan asetat, H, ve CO,’den metan tiretimi.

Atiklarin iginde bulunan biiyiik molekiillii organik bilesikler (yag, protein,
karbonhidrat, seliilloz, hemislilloz v.d.) metan bakterilerinin membranlarindan
gecemeyecekleri i¢in dnce diger bakteri kiiltiirlerinin ortak etkisi altinda ve anaerobik
kosullarda; bu yiliksek molekiilli maddeler algak molekiilli yag asidi, alkoller gibi
maddelere par¢alanmaktadirlar. Bu maddeler de metan bakterileri tarafindan substrat
olarak alinmakta ve kullanilmaktadir. Metan bakterileri de bu asit olusturucu bakteriler
sayesinde yagsamlarini siirdiirebilmektedirler. Asitlesme fazin1 da metanlastirma fazi
atiklarint zararsiz hale getirir. Biiyiilk molekiillii bilesiklerden her iki ana fazin
bakterileri dogrudan dogruya yararlanamadiklari icin, arka arakaya siralanmis glikoz
molekiillerini monomer haline gelinceye kadar parcalamalar1 gerekmektedir. Bu isi
gerceklestirebilmeleri i¢in de hiicre dis1 metabolik faaliyet gostererek, hiicre digina, 1.
Oksidorediiktazlar, 2. Transferazlar, 3. Hidrolazlar, 4. Liiazlar, 5. izomerazlar, 6.
Ligazlar gibi enzimler salgilamaktadirlar. Bu enzimler de anilan maddelerin
parcalanmasini saglamaktadirlar. Bu anilan enzimlerin énemli katkilar1 ile uzun halkali
yag asitleri, gliserol, aminoasitleri, kisa halkali peptidler, monosakkaridler,
disakkaridler daha sonra asit olusturucu 6zel bakteriler tarafindan asetik asit’ e kadar
parcalanirlar. Fakiiltatif yasayan bu bakteriler yasamlar1 i¢in gerekli olan enerjiyi
tiretirken oksijene ve karbona ihtiyaglari vardir. Ortamda kalan son oksijeni de
kullanarak metan bakterileri i¢cin mutlak gerekli olan oksijensiz ortami hazirlamis
olurlar. Co6ziinmiis oksijen ortamda kalmayinca da, molekiiler bagimli oksijeni
kullanmaya baglarlar. Bu arada da hidroliz sirasinda olusmus molekiilleri, daha basit
molekiillere dontistiiriirler. Molekiil agirliklarini azaltirlar. Nihai ayrigma {irtinii de asit
ve benzeri iirlinlerden olustugu icin de ortamin pH's1 7' nin altina olduk¢a diismektedir

(Anacak, 2012). Sekil 2.6’da bu safthalar detayli olarak gosterilmektedir.
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POLIMERLER
Proteinler, polisakkaritler, vaglar

(i} Hidroliz l a

VMONOMERLER&OLIGOMERLER
Aminoasitler, geleerler, vag asitler

{w)Fermentasyon l a

a ARA TRUTNLER a
Propiyonat, butirat, alkoller

H,+C0, ASETAT
NMeﬂlanojenesis/
CH,+CO,

Sekil 2.6 Anaerobik aritimda reaksiyon basamaklar1 (Angenent et al., 2004a)

Hidroliz safhas1

Hidroliz safhas1 kimi zaman asidojen safthasiyla tek bir satha olarak diisiiniiliip
hidroliz ve asidojen safhasi adi altinda toplanir. Bu satha asil olarak hiicrelerin dis
enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Hiicre dis1 enzimler biiyiik molekiillii organik
maddelerin daha kiigiik molekiillii organik maddelere doniistimiinii saglarlar. Hidroliz
sathas1 hiicre dis1 enzimlerin gerceklestirdigi bir proses oldugundan enzimlerin ¢aligma
sartlarin1 etkileyen faktorler bu sathanin hizini da etkiler. Hidroliz sathasinin hizini
etkileyen faktorler ortam pH’1, sicakligi ve en onemlisi hidrolik bekletme stiresidir.
Hidrolik bekletme siiresi yeterli olmadiginda organik maddeler tam olarak hidroliz
olamaz. Dolayisiyla bir sonraki sathada asit bakterilerinin ugucu asitlere doniistiirmek
tizere ihtiya¢ duydugu basit yapili organik maddelerin miktar1 yetersiz olmus olur. Bu

da zincirleme olarak daha az organik madde giderimine ve daha az metan iiretimine
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sebebiyet verir. Genel olarak hidroliz sathasi anaerobik aritma igin smirlayici faktor
degildir, ancak ¢ok yavas hidroliz olan organik maddelerin aritildig1 anaerobik aritma

proseslerinde sinirlayici safha olabilir (Fachagentur et al., 2008).

Asidojenik ve Asetojenik faz

Asit lretimi safhasinda hidroliz iiriinleri oncelikle ara iiriin olan ugucu yag
asitlerine sonra da asetik asite doniistiiriiliir. Reaktordeki isletme sartlarinin kararl
olmamasi halinde, hidroliz iiriinleri asetik asit yaninda propiyonik, butirik, izobutirik,
valerik ve izovalerik asit gibi iki karbonludan yiiksek yag asitlerine doniistiriiliir.
Kararli anaerobik siireglerdeki yag asitleri konsantrasyonu 100-300 mg HAc/L
seviyelerindedir. Anaerobik reaktorlerin isletmeye alma safhasinda ugucu asit
konsantrasyonu < 1000-1500 mg HAC/L olmalidir. Asit iretimi safhasinda rol alan iki
farkli bakteri grubundan birinci grup bakteriler (fermantasyon veya asidojenik
bakteriler) organik polimerlerin hidrolizinde ve sonrasinda da agiga ¢ikan hidroliz
iriinlerinin organik asit ve solventlere doniistiiriilmesinde rol alirlar. Asidojenik bakteri
tirlerinden bazilar1 (asetojenler) karbonhidratlar1 kullanarak asetik asit tretirler. Asetik
asit bakterileri ¢cogalmalar i¢cin gerekli olan enerjiyi, organik asit ve solventlerin asetik
asit, H, ve COy’e parcalanmasi sonucu agiga cikan enerjiden saglarlar. Asetik asit
tireten bakteriler sadece Hy kullanan mikroorganizma alt gruplar ile birlikte yasarlar.
Asetik asit bakterileri aym1 zamanda H; iireten asetojenik bakteriler olarak da

anilmaktadir (Oztiirk, 2007).

Metan iiretimi safhasi

Metan tretimi safthasinda metanojenler vasitasiyla asetatin parcalanmasindan
ve/veya hidrojen ve karbondioksitin sentezinden metan olusur. Metan iki sekilde

olusmasina karsin % 70 oraninda asetik asitin par¢alanmasindan olusur (Oztiirk, 2007).

Metanajen fazda, metan bakterileri asit ve benzeri nihai iiriinleri CO;, ve CHy'e
kadar parcalarlar. Fermantasyon sirasinda asit olusturucularla metan olusturucular

karsilikli yardimlagma halinde yasamaktadirlar (Metcalf and Eddy 2003).
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Asit  olusturucularin  salgiladiklar1  enzimler, protein ve aminoasitlerinin
amonyum tuzlart haline doniismesini saglar. Metan olusturucular da azot
gereksinimlerini bu tuzlardan temin ederler. Diger taraftan da metan olusturucu
bakteriler de asit olusturucularin metabolizma irlinlerini gazlastirarak ortamin

toksiklesmesini durdururlar (Metcalf and Eddy 2003).

Metan iiretimi, yavasg bir siire¢ olmasi nedeniyle, anaerobik aritimda hiz
kisitlayici basamak olmaktadir. Hidrojen ve karbondioksitten metan iireten bakteriler,

asetik asitten metan iiretenlere gore ¢ok daha hizlhi gelisirler (isgen, 2006).

Anaerobik aritmada en Onemli mikroorganizmalar metan arkeleridir. Metan
arkeleri asetik asit kullanarak ¢ogalirlar. Gilinlimiize kadar yapilan aragtirmalarda
asetatin metana doniisimiinden Methanosaeta ve Methanosarcina cinslerinin sorumlu
oldugu bilinmektedir. Methanosaeta cinsleri gubuksu mikroorganizmalar olup sadece
asetik asiti karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilirler. Methanosarcina cinsleri ise
yuvarlak sekilli olup asetat, metanol, metilaminler ve bazen hidrojeni kullanarak
kiimeler halinde ¢ogalirlar. Bu cinslerden hangisinin anaerobik aritma siirecinde etkin
rol oynadigmi genellikle ortamdaki asetat konsantrasyonu belirler. 60 mg/L’nin
lizerinde asetat konsantrasyonunda Methanosarcina cinslerinin daha aktif rol aldig:
bilinmektedir. Bu degerin altinda ise Methanosaeta cinsleri asetat kullaniminda faaliyet
gostermektedirler. Diisiik asetat konsantrasyonlarinda Methanosaeta’nin etkinligi,
diisiik asetat esik degerine sahip olmasina da baghdir. Bu sebeple yapilan arastirmalarda
stirekli fazda calistirilan anaerobik reaktorlerde isletme sartlarinin kararli olmasi halinde
Methanosaeta cinslerinin aktif organizma toplulugu icerisinde baskin oldugu
bulunmustur (Oztiirk, 2007).

Anaerobik aritmada metan {iretiminde hidrojen kullanarak cogalan arkelerin
faaliyeti olduk¢a Onemlidir. Metan arkeleri aritma siirecinde H; konsantrasyonunu
sirekli diisiik seviyelerde tutarak sistemdeki diger organizmalarin yasamalarini
saglamaktadirlar. Biyolojik elektronalicilar1 olarak da adlandirilan bu arkeler asetat
kullananlara gore daha daginik bir yap1 sergilemektedir. Methanobacterium,

Methanobrevibacter, Methanosprillum ve Methanococcus cinsleri anaerobik aritma



27

siirecinde goriilen en yaygin arkelerdir. Spesifik ¢ogalma hizlar1 0,8-4,1 giin™ arasinda

degismektedir (Oztiirk, 2007).

2.3.5 ileri aritma yontemleri

fleri aritim yontemlerinden énemli giderim mekanizmalari, ozonlama, membran

biyoreaktorleri, UV ve aktif karbonu igermektedir.

2.3.5.1 Ozonlama

Ozon aritiminda organik kimyasallarin oksidatif parcalanmasi, ya molekiiler
ozonla dogrudan reaksiyonla ya da hidroksil radikalleriyle meydana gelebilir (Staehelin
and Hoigne, 1985). Yar1 omriiniin kisa olusu ozonlamanin en bilyiik dezavantajidir.
Alkali sartlarda ozonun bozunmasi hiz kazandigi i¢in atik suyun pH’1 dikkatle
izlenmelidir. Kisa yar1 édmriine bagli olarak ozonlamanin siirekli olmasi gerekliligi ve

yiiksek maliyeti diger bir dezavantajidir (Robinson et al., 2001).

2.3.5.2 Membran biyoreaktorleri

Genellikle membran biyoreaktorleri (MBR) yiiksek enerji (1Wkm?) ve maliyete
sahiptirler. MBR’ler hassas ve ileri yiizey suyu aritimi gerektiren ve alan miktar1 az
olan yerlerde ekonomik olarak kullanilmaktadir (Walter, 2001). MBR’ler ileri atiksu
artim  teknolojisi olarak son yillarda biiyilk ©nem kazanmistir ve organik
mikrokirleticilerin gideriminde etkili bir yontemdir. Farmasetiklerin baz1 ¢esitlerinin
gideriminde ters ozmos ve nanofiltrasyon membranlarinin etkili oldugu belirtilmistir
(Kolpin, 2004 ; Ternes, 1998 ; Heberer, 2002). MBR’nin 6énemli bir 6zelligi; camurun
bekletme siiresinin ikincil aritim yontemiyle elde edilenin ¢ok daha iizerinde seviyelere
cikarilmasidir. Bir¢ok kaynakta membran biyoreaktdrlerinin yiiksek camur yasi ile
spesifik bilesiklerin biliylik ¢ogunlugunun gideriminin gerceklestigi gosterilmektedir
(Wettstein, 2004; Gobel, 2007). Sucul ¢evre i¢in membranlarin dnemi kanalizasyondan
tehlikeli olmasidir. Bunun en Onemli nedeni katilarin tamamen bekletilmesidir.

Hidrofobik organik maddeler camur iizerine birikme egilimdedir. Bu nedenle biitiin
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bakteriler sistemde tutulur. Istenilen bilesiklerin giderimi bakterilerin adaptasyonu ile

miimkiindiir (Ivashkin, 2004).

2.3.5.3 Ultravivole 1sinlari

Ultraviyole Ismlar1 (UV) suda bazi organik kimyasallar1 pargalamak igin
kullanilabilir. Parcalanma, UV enerji absorpsiyonuyla ve bu bilesenin kuantum
verimiyle yonetilir (Kim et al., 2005). Coziinmiis organik karbon konsantrasyonu, UV
miktart ve temas siiresi giderim verimini etkileyen nemli faktorlerdir (Le-Minh et al.,

2010).

2.3.5.4 Aktif karbon

Aktif karbonla adsorptif aritma, sudan pek ¢ok hidrofobik ilacin giderilmesi igin
kullanilabilir (Snyder et al., 2003). Aktif karbona antibiyotiklerin sorpsiyon verimi,
kullanilan aktif karbonun tipi, hedef bilesiklerinin giris konsantrasyonu, pH, sicaklik ve
cozeltinin ¢oziinmiis organik karbon konsantrasyonu gibi bazi faktorlerle degisebilir
(Rivera-Utrilla et al., 2009). Adsorpsiyon mekanizmasi, bir adsorbentin yilizeyinde ki
molekiillerin fiziksel ve kimyasal baglarindan olusur (Le-Minh et al., 2010).

2.4 Deneysel Tasarim

Deneysel yontemler bir arastirma konusuna iligkin veri elde etmek amaci ile
arastiricinin - kontroliinde, neden- sonuc iligkilerini belirlemeye doniik, toplanmak

istenen verilerin liretilmesi ¢aligmalaridir (Yazicioglu ve Erdogan, 2004).

Diger veri toplama yontemlerinde varolan durum g¢esitli yontemlerle
gozlenmekte, belirlenmektedir. Deneysel yontem ise etkisi Olciilecek etkenin, belirli
kurallar ve kosullar altinda uygulanmasi, etkenin etkene yaptig1 etkini dl¢limii ve elde
edilen sonuglarin karsilastirilarak sonuca ulagsmasi ¢calismalaridir. Deneysel yontemlerde
arastirmact varolan ortamda belli konularda belli kurallarla ¢alisabilecegi gibi, ¢ogu

zaman belli kosullar yaratarak yapay bir ortam olusturmaktadir. Heriki durumda da veri
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elde etme islevi arastiricinin kontrolii altinda gergeklesmektedir (Yazicioglu ve

Erdogan, 2004).

Deneysel yontemlerle yapilan bir arastirmada, her durumda bir karsilastirma soz
konusudur. Bu belli bir 6genin kendi i¢indeki degisimleri yada dgeler arast ayirimlarin

karsilastirilmast anlaminda olabilmektedir (Yazicioglu ve Erdogan, 2004).

Deney tasarimi, bir siirecin performansini iyilestirmek amaciyla, siireci etkileyen
faktorler tizerinde degisiklikler yaparak, siirecin ¢iktis1 iizerindeki degiskenliklerin

gozlemlenmesi ve yorumlanmasidir.

Deney tasariminda amag; Onemli faktorlerin etkisinden Onemsiz olan
digerlerinin ayrilmasi ve Onemli parametreler i¢in optimum degerleri elde etmektir.
Ayni anda bircok faktdriin etkisinin goriilmesinde, faktorler arasindaki etkilesimin
arastirilmasinda, deneylerden elde edilen bilgilerin arttirnlmasinda rahatlikla
kullanilabilir. Deneysel tasarimin en Onemli amaci, zamani ve maliyeti en aza

indirmektir.

Bunlar goz oniline alindiginda fermantasyon maliyetini diisiirmek amaciyla
deney tasarimindan endiistriyel uygulamalarda yarar saglayacaktir. Gelisen
biyoteknolojide bu tip deneysel tasarim kullanimi artmistir. Optimizasyon
problemlerinin ¢oziimiine yonelen kaynaklarinin AR-GE c¢alismalarinda deneysel

tasarim yaygin olarak kullanilmaktadir.
2.4.1 Cok etmenli (Full faktoriyel) deney tasarimi

Cok sayida faktorii ve faktorlerin farkli diizeylerini bir arada inceleyen tasarim
cok etmenli deney tasarimidir. Performansa etki eden faktdr sayisiin 1-5 oldugu
durumlarda kullanilan bir deney stratejisidir. Cok etmenli bir deneyde faktorlerin tek
basina ve birlikte iirlin performansina olan etkilerini belirlemek icin gerekli deney sayisi
a“ dir (Cizelge 2.3).

a: Faktoriin diizey sayis1 (a=2, 3, 4)
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k: lgilenilen faktdr sayist

Cizelge 2. 3 3" ¢cok etmenli deney sayisi tablosu

Faktor Sayisi Deney Sayisi
2 9
3 27
4 81
5 243

3% ¢ok etmen deney tasarimin dogrusal modeli asagidaki gibidir:

Y=yt B+ Frdy + rX+ i,
+H3 01 X3+ P X+ B\ X5

Bu ii¢ degerden yalniz basina X’ler ana etkilerin degerleridir. Deneysel veriler

nn

analiz edildiginde tiim bilinmeyen parametreleri degerlendirilir (Comlekei, 2003).

Cizelge 2.4 3% Cok etmen deneme birlesimleri

Etmen A
Etmen Etmen 0 1 2
B C
0 000 100 200
0 1 001 101 201
2 002 102 202
0 010 110 210
1 1 011 111 211
2 012 112 212
0 020 120 220
2 1 021 121 221
2 022 122 222




31

3 faktoriin 3 farkli diizeylerinin eslestirilmesi ile 27 farkli (Cizelge 2.3) deneme
birlesimi olugmaktadir (Muluk vd., 2009). Bir¢cok arastirmaci deneylerinde full
faktoriyel deney tasarimini kullanmistir (Chavez, 2005; Li and Wrenn, 2004).

A, B ve C ana etkiler;
AB, AC ve BC birinci derece etkilesimler;
ABC ikinci derece etkilesim

Fisher ayrica tasarlanmis deneyler i¢in varyans analizi yontemini gelistirmistir.
Varyans analizi toplam degiskenligi bu degiskenlige neden olan bilesenlere
ayirabilmektedir. Istatistikte kullanilan varyans analizi ve regresyon analizi siireglerdeki
faktorler ve seviyeler arasinda anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek igin
kullanilan 6nemli araglardir. Varyans analizi tablosundaki p degerleri faktorler ve
etkilesimlerin etkisinin istatistiksel agidan anlamli olup olmadiginin test edilmesi i¢in
hesaplanir. Eger bir siirecte glivenilirlik diizeyi %95 olarak belirlenmisse anlamlilik
diizeyi 0,05 (1-0,95=0,05)" tir. Analiz sonucunda ¢ikan her bir p degeri anlamlilik
diizeyi olan 0,05 degeri ile karsilastirilir. Eger;

p degeri < 0,05 ise etki anlamli,

p degeri > 0,05 ise etki anlaml1 degildir denir.

Deneysel tasarimdan elde edilen sonuglar SPSS gibi bazi hazir yazilim
programlar1 ile hesaplanabilmektedir. Hesaplamalar sonucunda elde edilen sonuglar
dogrultusunda ana etkiler, birinci ve ikinci derece etkilesimler incelenir. Isleyim
toplamlarmma veya ortalamalarma dayanilarak ana etkilerin anlamsiz olarak
degerlendirilmesine karsin, bu durum etmenlerin etkisiz oldugunu agiklamaz. Bu
bakimdan etkilesimler anlamli ise, bir etmenin farkli diizeylerindeki etkiler ayr1 ayr

incelenmelidir (Comlekgi, 2003).
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2.5 DNA Dizileme Yontemleri

Mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda ve tanimlanmasinda kullanilan klasik
tekniklerin sinirli olmasit nedeniyle, mikrobiyal cesitlilik ve mikroorganizmalarin
ekosistemdeki roli ile ilgili bilgilerimiz olduk¢a azdir. Mikroorganizmalar birbirine
benzerliklerinden dolayi, morfolojik yapilarina gore smiflandirma yapmak zordur.
Metabolik ve biyokimyasal 6zelliklere dayanan siniflandirmada karsilasilan en biiyiik
problem ise; mikroorganizmalarin birebir kendi dogal ortamlarini yansitan kiiltiir
ortamlarinda  yetistirilememesidir. Bu  nedenle  mikrobiyal g¢esitliligi  ve
mikroorganzimalarin ekosistemdeki roliinii daha iyi anlayabilmek ig¢in, tamamlayici

mikrobiyolojik yaklagimlara ihtiya¢ vardir (Muyzer et.al.,1999).

DNA dizilemesi, bir DNA molekiiliindeki niikleotid bazlarmin (adenin, guanin,
sitozin ve timin) sirasinin belirlenmesidir. DNA dizilerinin bilinmesi temel biyoloji,
biyoteknoloji, adli bilim, tibbi tan1 koyma gibi pek cok sahada vazgecilmez hale
gelmistir. DNA dizilemesi biyolojik aragtirma ve kesifleri ¢ok hizlandirmigtir. Modern
DNA dizileme teknolojilerin miimkiin kildig1 hizli DNA dizileme sayesinde Insan
Genom Projesi'nde insan genomu dizilenmistir. Benzer projelerle pekgok hayvan, bitki
ve mikrop genomunun tam dizisi ortaya cikarilmistir. Ik DNA dizileri 1970'lerin
baglarinda iiniversite arastirmacilari tarafindan iki-boyutlu kromatografiye dayanan
zahmetli yontemlerle elde edilmistir. Otomatik analizle ¢alisan boya-tabanli dizileme
yontemlerinin gelisimiyle DNA dizilemesi ¢ok daha kolaylasmistir (Olsvik et.al.,1993;
Pettersson et.al.,2009).

2.5.1 Maxam ve Gilbert yontemi

Allan MAXAM ve Walter GILBERT’in gelistirdikleri yontemin prensibi
hidrazin, dimetil siilfat ya da formik asitin, DNA’da bulunan bazlar1 6zgiil olarak
degistirmesine ve daha sonra eklenen piperidinin degisiklige ugramis niikleotitlerin
bulundugu noktalardan zinciri kirmasina dayanir (Sambrook et.al.,1989). Bu yontemde,
niikleotit dizisi saptanacak olan DNA 6nce 5°- ucundan %2p jle ya da floresan bir boya

ile isaretlenir. DNA’nin iki iplik¢igi birbirinden ayrilarak ya da DNA uygun bir
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restriksiyon enzimi ile kesilerek DNA’nin yalnizca bir ucundan isaretlenmesi saglanir.
Ikinci adimda ise DNA molekiilleri dort tiipe ayrilarak A, C, G ya da T niikleotitlerini
degistirmek ve kirmak i¢in gerekli tepkimeler gerceklestirilir. Reaksiyon i¢in kisitli bir
siire verilerek her tiip de farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmig DNA
pargalart elde edilir. Sonucta kirilmanin oldugu pozisyona gore hepsi 5°-
pozisyonlarindan igaretli ancak boylar1 birbirinden farkli bir dizi DNA fragmenti elde
edilmis olur. Elde edilen boylan gittikce kisalan DNA dizileri, jel elektroforezi ile
birbirlerinden biiyiikliiklerine gore ayrilir ve otoradyografi uygulanarak bantlar

goriintlilenir (Klug et al., 2000).

Piirinlerin kirilmasinda dimetil siilfat kullanilir. Dimetil siilfat ile N7 no’ Iu
pozisyonundan metillenen DNA’ ya bazik ortamda piperidin uygulanirsa DNA guanin
bazindan kirilir. Bazik ortam yerine asidik ortam tercih edilirse bu sefer DNA guanin
yerine adenin bazindan kirilir. Pirimidin bazlarinin kirilmasi ise hidrazin ile yapilir.
Hidrazin DNA’ y1 hem sitozin hem de timin bazindan kirar. Bu iki reaksiyonu ayirmak
icin ise yiiksek tuz derisimi (2M NaCl) ve bazik ortam kullanilir. Yiksek tuz derisimi
ile bazik ortamda DNA sitozin bazindan kirilir (Klug et al., 2000).

2.5.2 Sanger yontemi

DNA dizi analizinde kullanilan diger bir yontem de Fred SANGER ve
arkadaslarinin gelistirdigi yontem olan zincir sonlanma yontemidir (Sanger et al., 1977).
Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve giiniimiiziin en yaygin kullanilan DNA
dizi analizi teknigidir. Bu yoOntemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni
sentezlenecek iplik icin kalip olarak kullanilir. DNA sentezini saglamak i¢in Klenov,
Taq DNA polimeraz, ters transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden birisi kullanilabilir.
Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat) yani sira
deoksiribozun 3  pozisyonunda OH grubu tagimayan ddNTP’leri de
(dideoksiriboniikleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen
DNA’ya bir ddNTP’nin katilmas1 3° pozisyonunda OH grubu olmadigi i¢in sentezi
durdurur. Dizi analizi yapilirken dort ayri reaksiyon karisimi hazirlanir. Her bir

karisim kalip DNA zinciri, bir primer, dNTP’lerin dordii ve az miktarda ddNTP’lerden



34

birini igerir. Ozgiil zincir sonlanmast igin her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur.
Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az miktarda modifiye niikleotit kullanildig1 i¢in yeni
zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir. Reaksiyonlar
sonucu elde edilen DNA parcalarina elektroforez uygulanarak jel iizerinde yan yana
yiriitiillir. Uygulanan elektiriksel alanin etkisi ile DNA parcaciklar1 en kisasi en 6nde
olmak iizere jel iizerinde bir merdiven goriintiisii olusturur. Isaretleme yontemine gére
jel lizerinde, tespit edilen pargaciklar reaksiyon karigimina konulan ddNTP’nin tipine

gore okunur (Klug et al., 2000).

2.5.3 Yeni Nesil DNA Dizileme (NGS)

Son yillarda gelistirilen yeni nesil DNA dizileme teknolojisi, genetik/epigenetik
diizenleyici aglarin, kromatin yapisi, niikleer yapilanma ve genom varyasyonlar
(¢esitliligi) hakkinda bilgi tiretimini saglayan 6nemli bir ara¢ olmustur. Yeni nesil DNA
dizileme sistemleriyle yliksek dogrulukla, ultra hizli olarak, dizileme yapilabilmektedir.
Bu yontemle elde edilen bir mikrobiyal genom dizisi arastirmacilara baska higbir
deneysel yontem ile elde edilemeyecek kadar zengin ve Ozgiin bilgi saglamaktadir.
Ornegin 4.6 Mb'lik E. coli genomu tek bir okuma ile tamamlanabilmektedir (Margulies
et al., 2005; Ustek, 2011).

Yeni nesil dizileme teknolojileri kullanilarak insan, bakteri, bitki, virlis gibi pek
cok farkli organizmanin genomu hizli ve dogru bir sekilde dizilenebilmektedir.
“Shotgun” dizileme metodu uzun DNA parcalarmin dizilenebilmesi amaciyla
gelistirilmistir. Bu yontemde biiylik boyutlardaki DNA fragmanlar1 yaklasik 300-800
baz ¢ifti arasinda olacak sekilde fiziksel yontemlerle (sonikasyon, nebulizasyon vb.)
parcalanir, olusan kii¢iik parcalarin uclarina adaptorler takilarak DNA yakalama
boncuklarina tutturulurlar. Olusturulan DNA Kiitiiphanesi her bir boncugun iizerindeki
dizinin ¢ogaltilip dizilenmesi ile okunur ve biyoinformatik yontemlerle analiz edilerek
birlestirilir. Bu yontem kullanilarak Drosophila melanogaster (Adams et.al,2000),
Haemophilus influenzae (Fleischmann et.al,1995) ve Homo sapiens (Venter et.al,1998)

genomlar1 dizilenmistir.



35

Giintimiizde kullanilan yeni nesil dizileme sistemleri, Roche 454 genome
analyzer, lllumina Genome Analyzer, Applied BioSystem SOLiID, Complete Genomics,
Helios, Pacific Biosciences ve IonTorrent'dir ( Ustek, 2011).

Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi yeni yaklasimlar saglar. Fakat bu kadar ¢ok
bilginin depolanmasi, analizi ve degerlendirmesinde biiyiik giicliikler vardir. Yeni nesil
DNA dizileme teknolojisinin basarili bir sekilde kullanilmast i¢in gelismis
biyoinformatik analiz araglara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica ¢ok sayida kisa okuma
elde edilmeside onemli bir problemdir. Okuma uzunlugu ve hata orani1 konulari

iizerinde hala calisiimaktadir (Ustek, 2011).
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Antibiyotikler

Bu ¢alismada kullanilan antibiyotikler; sefamezin sodyum (Zentiva), eritromisin
(Sigma-Aldrich), vankomisin HCL (Kogak), flukonazol (MP Biomedicals), amfoterisin

b (Sigma), tetrasiklin (Sigma) ve kanamisinsulfat (Roth )’dr.

3.1.1.1 Antibiyotiklerin kimyasal yapilari

Kullanilan antibiyotiklerin agik formiilleri Sekil 3.1°de verilmistir.

3.1.2 Anaerobik ¢camur

Kesikli ve siirekli reaktdr calismalarda kullanilan anaerobik ¢amur Eskisehir
Merkezi Atik Su Aritma Tesisi anaerobik aritim biriminden saglanmistir. Kullanimdan
once camur iyice karistiritlip, 1 mm por ¢apli membran filtreden siiziilmiistiir. pH,
askida katt madde ve toplam kati madde gibi aritim acisindan 6nemli 6zellikleri
belirlenmistir. Calisma dncesinde anaerobik camur nisasta iceren besleme soliisyonuyla

beslenerek, mikroorganizmalarin ¢cogalmasi ve aktiflesmesi saglanmistir.
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Sekil 3.1 Kullanilan antibiyotiklerin agik formiilleri
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3.1.3 Cozeltiler ve kimyasal maddeler

Cozeltiler Merck ve Sigma Aldrich, molekiiler calismalarda kullanilan

malzemeler ise Invitrogen markalarindan kullanilmistir.

Cozelti 1: 1IN NaOH cozeltisi

NaOH 49
Saf su 100 ml’e tamamlanmustir.

Deneylerde pH ayarlamak i¢in kullanimistir.
Cozelti 2: 1IN HCI cozeltisi

HCI (%37’lik) 8,4 ml
Saf su 91,6 mi

Reaktor denemelerinde atik sularin pH’larinin ayarlanmasinda kullanilmistir.
Cozelti 3: 3,56 N KOH cozeltisi
KOH 204
Saf su 100 ml’e tamamlanmustir.
Reaktor calismalarinda olusan biyogazdaki metan igeriginin belirlenmesinde
kullanilmistir.

Azot gaz1

Oxitop C siseleriyle yapilan kesikli reaktdr denemelerinde anaerobik kosullarin

olusturulmasinda kullanilmistir.

Cozelti 4: Ferroin Indikator Cozeltisi (Merck 1.09161)

KOI deneyinde kullanilmistir.
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Cozelti 5: Bazal Ortam (BO)

NH,CI 1200 mg
MgSQO,4.7H,0 400 mg
KCI 400 mg
Na,S.9H,0 300 mg
CaCl,. 2H,0 50 mg
(NHy)2 .HPO, 80 mg
FeCl,4H,0 40 mg
CoCl,.6H,0 0,5 mg
Kl 0,5mg
MnCl,4H,0 0,5 mg
CuCl,.2H,0 0,5 mg
ZnCl, 0,5mg
AICl3.6H,0 0,5mg
NaMo00Q,.2H,0 0,5 mg
H3BO3 0,5 mg
NiCl; .6H,0 0,5 mg
NaWO,. 2H,0 0,5mg
Na,SeO3 0,5 mg
Sistein 10 mg
NaHCO3 6000 mg
Saf su 1000 ml

Bazal ortam bilesenleri hassas terazide tartilarak saf suda c¢oziindiiriildiikten
sonra atik suya %5, 10 ve 15 oranlarinda ilave edilmistir. Bazal ortam, gaz iiretimi
lizerine besin ve iz metallerin etkisini belirlemek tizere kullanilmistir (Demirer and
Speece, 1998).

Cozelti 6: Siilfiirik Asit Reaktifi

Derisik stilfiirik asit 4 kg

AgSO4 22 g
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Asit sisesinde karistirilir ve 1-2 giin Ag;SO4’iin ¢dziinmesi igin beklenir. KOI
deneyinde kullanilmistir (APHA, 1992).

Cozelti 7: Ugucu yag asitleri (UYA) stok cozeltisi

Asetik asit 29

Propiyonik asit 059

Butirik asit 059

Na,S.9H,0 01lg

Na,COs; 159

Saf su 1000 ml’e tamamlanmustir.

Yukari akish dolgulu yatak reaktér denemeleri sirasinda as1 camurunun

alistirilmasi asamasinda kullanilmistir (Soto et al., 1993).
Cozelti 8: Standart Potasyum Dikromat Cozeltisi (0,25 N)

KzCI’zO7 12,259 g

Saf su 1000 ml’e tamamlanmustir.

103°C’de 2 saat kurutulmus K,Cr,O; saf suda ¢oziilir. KOI deneyinde
kullanilmistir (APHA, 1992).

Cozelti 9: Standart Demir Amonyum Siilfat Titrasyon Maddesi (0,25 N)

Fe(NH,)2 (SO4),. 6H,0 98¢
H,SO,4 20 ml
Saf su 980 ml

Bu ¢ozelti giinliik olarak standart K,Cr,O7 ¢ozeltisine karsi standardize edilir.
KOI deneyinde kullanilmistir.

Civa siilfat (HgSO,) KOI deneyinde kullanilmistir. (Merck 1.04481)



Cozelti 10: Fenolftalein indikatér Cozeltisi

Fenolftalein 59
Etil alkol (%95°1ik) 500 ml
Saf su 500 ml

Alkalinite ve ugucu yag asitleri deneylerinde kullanilmistir (APHA, 1992).

Cozelti 11: Metil Oranj Indikator Cozeltisi

Metil Oranj 0,59
Saf su 1000 ml
Alkalinite deneyinde kullanilmistir (APHA, 1992).

Osmatik ayarlama sivis1 (OAS) (SDI)

Toksisite deneyinde kullanilmustir.

Sulandirma sivisi (SDI)

Toksisite deneyinde kullanilmistir.

Diluent (SDI)

Toksisite deneyinde kullanilmistir.

Cozelti 12: 0,1M HCI asit ¢ozeltisi

HCI (%37°1ik) 0,829 ml
Distile su 99,171ml

Toplam aromatik amin deneyinde kullanilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Sentetik atik suyun hazirlanisi

Kesikli reaktdr ¢aligmalart i¢in hazirlanan sentetik atiksularin 1000 ml’de 100
ml bazal ortam ve 100 ml inokulum ortak olarak kullanilmistir. Kosubstrat ¢esidi
(propiyonik asit, propiyonik asit-butirik asit-asetik asit karisimi, glukoz) ile antibiyotik

cesitleri ve konsantrasyonlari ise degistirilmistir.

Stirekli reaktor caligmalarinda ise kesikli galigmalardan elde edilen sonuglar
dogrultusunda en iyi giderim saglanan antibiyotik gruplar1 belirlenerek sentetik atiksu

hazirlanmstir.

3.2.2 Kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOT)

Evsel ve endiistriyel atik sularin kirlilik derecesini belirlemede kullanilan en 6nemli
parametrelerden biridir.  Biyokimyasal oksijen ihtiyacindan farkli olarak organik
maddenin biyokimyasal reaksiyonlarla degil redoks reaksiyonlariyla oksitlenmesi
esasina dayanir. Atik sularin biinyesindeki organik maddeler, kimyasal oksidasyonlar1
icin gerekli oksijen miktar1 cinsinden belirlenir. Yontem birkag istisna disinda tiim
organik maddelerin, kuvvetli oksitleyicilerle asit ortamlarda oksitlenebilecekleri esasina
dayanmaktadir (APHA, 1992; Ozdemir and Eltem, 2001).

a) 50 ml atik su 6rnegi KOI balonuna konur (ayn1 miktarda saf su sahit drnek

olarak isleme alinir).

b) Uzerine 1 g HgSO, katilip karistirildiktan sonra 5 ml H,SO, reaktifi katilarak

HgSO, ¢oziinene kadar karistirilip sogutulur.

¢) 25ml0.25 N K,C,07 ¢ozeltisi ilave edilir ve karistirilir.

d) Kalan 70 ml H,SO,4 KOI balonunun agzindan ilave edilir.

e) KOI balonuna geri sogutucu baglanir ve 148°C’de 2 saat kaynatilir.

f) Siire bitiminde KOI balonu sogutulur, ¢dzelti hacmi distile su ile iki katina kadar

seyreltilip oda sicakligina kadar sogutulur. Daha sonra 2-3 damla ferroin

indikatori ilave edilir.
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g) Demir amonyum siilfat titrasyon ¢ozeltisiyle titre edilir.
h) Titrasyon doniim noktasi, mavi-yesilden kirmizi-kahverengiye dogru ilk renk
degisiminin oldugu an esas alinir ve titrasyona son verilir.
KOl asagidaki formiile gore hesaplanir.
mg KOI/I= (A-B)x Nx8000/ ml 6rnek
A: Sahit 6rnek i¢in kullanilan demir amonyum siilfat ¢ozeltisi miktari, ml
B: Ornek i¢in kullanilan demir amonyum siilfat ¢ozeltisi miktar1, ml

N: Demir amonyum siilfat ¢ézeltisinin normalitesi

3.2.3 Kat1 maddeler

Atik su i¢inde bulunan organik ve inorganik bilesenler hem ¢6ziinebilen hem de
¢oziinemeyen halde bulunurlar. Atik su i¢indeki bu maddeler askida kati madde
(AKM), toplam ¢ozlinmiis kat1 madde (TCKM) ve ucucu askida kati madde (UAKM)
olarak ii¢ tipte tanimlanirlar. Toplam kat1 madde (TKM), AKM ile TCKM nin toplami
olarak bilinir. AKM ile TCKM nin birbirinden ayrilmasinda, kullanilan filtre kagidinin
gozenek cap1 onemli bir faktordiir. Siizme sonunda filtre kagidi iizerinde hem organik
hem de inorganik maddeleri igeren bir kat1 kalir. Ancak filtre kagidi 550 °C’de
yakildiginda organik maddeler yanar ve uzaklagir, geriye kiil olarak inorganik kisim

kalir (APHA, 1992).

3.2.3.1 Toplam kat1 madde (TKM)

Belirli hacimde alinan 6rnek, sabit tartima getirilmis kroze icinde 105°C’de etiivde
kurutulmus ve desikatdorde sogutulmustur. Sabit tartima gelince hassas terazide
tartilmistir. Asagidaki sekilde hesaplama yapilmistir (APHA, 1992).

TKM, mg/l= (A-B)x1000/ml, 6rnek hacmi

A: Kroze + ornek agirligi, (mg)

B: Krozenin darasi, (mg)
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3.2.3.2 Askida kati madde (AKM)

Filtreden ge¢cmeyen kati maddeler olarak ifade edilen askida kati maddeler su
orneginin filtre kagidindan gegmeyen kisminin 103 °C de etiivde 1 saat kurutulduktan
sonra, desikatdrde sogutulup tartilmasiyla belirlenmektedir (APHA, 1992).

a) Onceden standart filtre kagidi (0,2um por caplr) sabit tartima getirilir.
b) Belli hacimde su 6rnegi filtre edilir.
c) Filtre kagidi 103°C de etiivde en az 1 saat kurutulur.

Hesaplama asagidaki sekilde yapilir.

AKM, mg/l= (A-B)x1000/ml, 6rnek hacmi

A: Filtre Kagidi1 + 6rnek agirligi, (mg)

B: Filtre kagidinin darasi, (mg)

3.2.3.3 Ucucu kati madde (UKM)

Toplam kati madde deneyi yapildiktan sonra kap ve i¢inde kalan maddeler 15-20

dakika 550+50 °C’de firinda tutulur, kap ve i¢inde kalan maddeler tekrar tartilir (APHA,
1992).

Hesaplama asagidaki sekilde yapilir.

UKM mg/I= (A-B)x1000/ml, 6rnek hacmi

A: Kap+ icindeki madde agirlig: (firinda yakmadan 6nce) , (mg)
B: Kap+ igindeki madde agirlig1 (firinda yakildiktan sonra) , (mg)

3.24 pH

pH su icinde bulunan hidrojen iyonlari derisiminin eksi logaritmasi olarak

tanimlanir.

pH= -log[H"]

Bu bagmtiya gore hidrojen iyonu derisimi arttik¢a pH degeri diiser.
Sularin pH’lar1 pH metre (WTW-Inolab) ile 6l¢iilmiistiir.
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3.2.5 Alkalinite

Alkalinite suyun proton alma kapasitesidir. Sulardaki alkalinite kalsiyum,
magnezyum, sodyum ve potasyum hidroksit, karbonat ve bikarbonatlar1 ile amonyagin
varligindan ileri gelir. Hidroksit, karbonat ve bikarbonat olmak iizere ii¢ cesit alkalinite
vardir. Alkalinite iki indikator kullanilarak asit titrasyonu ile tayin edilir. Kullanilan
indikatdrler fenolfitalein ve metil oranjdir. Fenolfitalein hidroksit veya karbonat iyonu
bulundugunda pembe renk verir. Pembeden renksiz hale gectigi pH degeri 10,2-
8,3’dlir. Metil oranj hidroksit ve karbonatlarla sari, asitle kirmizi renk verir. Renk
degisim pH’1 4,4 diir.

Alkalinite sonuclar1 verilirken pH degerine dikkat edilmelidir. pH>8,3 ise karbonat
alkalinitesi mevcuttur. pH>9 ise karbonat alkalinitesi ile birlikte hidroksit alkalinitesi
de bulunabilir. pH<8.3 ise sadece bikarbonat alkalinitesi mevcuttur (APHA, 1992).

a) 10 ml 6rnek porselen kapsiile konur.

b) 2 damla fenolfitalein damlatilarak standart H,SO,4 ¢ozeltisi ile renk pembeden

renksiz oluncaya kadar titre edilmistir (Kullanilan asit ¢ozeltisi P ml olsun).

€) Aym Ornege bu kez 2 damla metil oranj damlatilarak renk saridan turuncuya

doniinceye kadar titrasyona devam edilmistir (Toplam kullanilan asit ¢ozeltisi T

ml olsun).

Ornekteki alkalinite miktar1 Cizelge 3.1°e gore hesaplanir. Buradaki degerler
meq/I cinsindendir.

Cizelge 3. 1 Ornegin alkalinite miktarinin hesaplanmasi

Titrasyon Hidroksit Alkalinitesi Karbonat Alkalinitesi Bikarbonat Alkalinitesi

Sonucu CaCOsolarak CaCOs; olarak CaCOg olarak
P=0 0 0 0

P<1/2T 0 2P T-2P

P=1/2T 0 2P 0

P>1/2T 2P-T 2(T-P) 0

P=T T 0 0

P: Fenolftalein alkalinitesi ~ T: Toplam Alkalinite
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3.2.6 Ucucu yag asitleri

Ugucu yag asitleri atmosfer basincinda distile edilebilen, suda ¢oziinen yag
asitleri olarak bilinirler. Yiksek kaynama noktasina sahip olmalarina ragmen su ile
karisimlart damitmayla ayrilabilmektedir. Damitma ydnteminde ugucu yag asitleri
asetik asit cinsinden hesaplanir. Anaerobik ayristirma isleminde kademeler arasindaki

uyumu kontrol etmek amaciyla kullanilir.

Ugucu yag asitlerinin belirlenmesi igin, sistemden alinan 5 ml 6rnek 4500
dev/dak hizla 10 dakika santrifiij edilmistir. 100 ml saf su ve 5 ml H,SO,4 ¢ozeltisi
eklenmis ve karisim damitilmistir. H,S ve CO; den gelen hatalar1 engellemek i¢in ilk
15 ml’lik distilat atilir. Sonra gelen 150 ml distilat toplanir ve fenolfitalein indikatorii
ile 0,1 N NaOH’e kars1 titre edilmistir. Kalict pembe renk elde edildiginde biiretten
NaOH sarfiyat: okunmustur. Asetik asit cinsinden ugucu yag asitleri mg 1™ olarak
asagidaki esitlikle hesaplanmistir (APHA, 1992).

UYA (mg I™)=NaOH sarfiyat (ml)x N x 60000/numune hacmi (ml)xf

N: NaOH’in normalitesi

f: Diizeltme faktori

Derisimi belli olan standart bir asetik asit ¢ozeltisi ile ayni islem yapilarak
diizeltme faktorii (f) asagidaki sekilde hesaplanir.

f=Distilattan geri kazanilan asit miktar1 (mg 1'1)/ Standart ¢ozeltideki asit miktart (mg 1'1)

3.2.7 Toksisite calismalar:

Anaerobik aritim sonunda elde edilen aritilmis suyun desarj edildiginde alici
ortamda toksik etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Ekotoksikolojik denemeler
Microtox toksisite Ol¢iim cihazi kullanilarak yapilmistir. Microtox testi iiretici firma
tarafindan belirtilen standart yontemlere gore yapilmistir. Denemeler %2 NaCl
canlandirma ¢ozeltisi i¢inde cihazin ¢alisma prensibine gore 15°C’de, luminesans 490
nm’de ger¢eklesmektedir. Deniz bakterisi Vibrio fischeri kiltiirti kullanilarak toksik

maddelerin varliginda 151k yayma 6zelliginin azalmasiyla belirlenmistir. Sonuglar 5 ve
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15 dakikada 151k yayilimin %50 sinin kayboldugu (ECsp) konsantrasyon olarak ifade
edilmektedir (Gottlieb et al., 2003).

3.2.8 Farkh antibiyotik gruplarini iceren sentetik atiksular i¢in yapilan_kesikli

reaktor calismalari

Bu c¢alismada, kesikli kosullarda, istatistiksel temelli deneysel tasarim
uygulanarak farkli antibiyotik gruplarinin anaerobik aritiminin optimizasyonu
calisilmistir. Full Faktoriyel denemelerinde (i) farkli antibiyotik gruplari, (ii) farkli
baslangi¢ antibiyotik konsantrasyonlari (25,50,75 mg/l) ve (iii) kosubstrat gesidi
(propiyonik asit, glukoz, propiyonik- asetik- butirik asit karisimi) degiskenleri esas
alarak 27 farkli deney kurulmustur. Ardindan giderimin en iyi ¢iktig1 {i¢ antibiyotik
grubu karistirilarak farkli antibiyotik konsantrasyonlarida (25,50,75 mg/l) ve farkli

kosubstrat ¢esidi degiskenleri esas alinarak 9 farkli deney kurulmustur.

Yukarida plani verilen deneyler Oxitop C siselerinde 150 ml ¢alisma hacminde
karistirmali sekilde gergeklestirilmistir. Sekil 3.2°de Oxitop C siselerinin  sekli
verilmistir. Anaerobik mikroorganizmalarin gelisimleri i¢in gerekli bazal ortam ilavesi
yapilmis ve pH 7+0.2° ye ayarlanmistir. pH stabilitesi NaHCOj; ilavesi ile, ¢ozlinmiis
oksijenin giderimi ise Na,S.9H,0 ile saglanmigtir. Oxitop siseler (OxiTop® Control
AN12, WTW, Weilheim, Almanya) kapatildiktan sonra 3-4 dakika azot gazi gegirilerek
ortamdaki oksijen uzaklastirilmistir. Denemeler 35° C’de gerceklestirilmistir. Siire

sonunda KOI giderim oranlar1 belirlenmistir.
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Sekil 3.2 Kesikli reaktor (Oxitop C siseler)

3.2.9 Yukan akish dolgulu yatak reaktor (YADYR) calismalari

Kullanilan dolgulu yatak reaktor sekil 3.3’de goriilmektedir. Bu tip reaktorler
sabit yatakl filtreler seklinde de isimlendirilmektedir. Sistem 5 litre sivi hacmine sahip
iki reaktorden olusmaktadir. Reaktorlerin ¢alisma hacimleri ise 4,3 litredir. Besleme
peristaltik pompa ile degisik hizlarda saglanmaktadir. Reaktorde kullanilan dolgu
materyali plastiktir. ilk reaktdrden ¢ikan sivi toplama kabimna gider. Ikinci reaktdriin
beslenmesi de peristaltik pompa ile degisik hizlarda olmaktadir. 1 ve 2. reaktorlerde
retilen gaz 5 litre kapasiteli kaplarda toplanmaktadir. Gaz toplama, su yer degisimi

esasina gore olmaktadir. Her reaktor elektrikli 1sitma battaniyesi ile 1sitilmaktadir.
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Sekil 3.3 Yukar akigh anaerobik dolgulu yatak reaktor

3.2.9.1 Cevresel faktorlerin kontrolii
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Anaerobik reaktorler ¢evresel faktor degisimlerine ¢ok duyarli olmalar

nedeniyle isletilme sirasinda bu faktdrlerin diizenli sekilde kontrolii gerekmektedir.

Sicakhk: Bu tip reaktorlerde optimum sicaklik 30-37 °C’de arasindadir.
nedenle ¢alisma boyunca sicaklik 35 °C’de yapilmustir.

Bu
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pH Kontrolii: Anaerobik mikroorganizmalar i¢in énemli bir parametre olan pH
6,5-7,8 araliginda korunmustur. Reaktorde pH, alkalinite ve UYA derisimi uygun
giinlerde kontrol edilmistir. Alkaliniteyi 3000 mg 1™ civarinda tutmak iizere besleme

¢ozeltisindeki NaHCO3 miktar1 ayarlanmistir.
Ucucu Yag Asitlerinin Kontrolii: Ugucu yag asitleri genellikle 3 g 1""nin
lizerinde anaerobik parcalanma siirecinde is goren organizmalara toksik etki yaptigi

bilinmektedir. Bu nedenle UYA kontrolii onem tasimaktadir.

3.2.9.2 Deneysel calisma plani

Anaerobik reaktdor denemelerinde siirecin kademelendirilmesinde, hidrolik
alikonma siiresi, giris KOI derisimi ve yiikleme hiz1 gibi parametreler incelenmistir.
Reaktorlerin kontroliine yonelik olarak pH, alkalinite, ugucu yag asitleri ve sistemlerin
verimlilik &zelliklerini degerlendirmek amaciyla KOI, AKM, biyogaz 6lgiimleri

yapilmistir.

3.2.9.3 Metan gazinin belirlenmesi

Reaktdr calismalarinda gaz dretimleri sivi yer degistirme yontemi ile
Olcllmistiir. 20 g I KOH igeren s1vi kullanilmistir. Kalan gaz atik suyun anaerobik

parcalanmasinin sonucu olarak yaklasik iiretilen metan gazina denk gelmektedir.

3.2.10 Yeni Nesil Dizileme (NGS) ile DNA dizi analizi

NGS analizi i¢in Bioeksen firmasindan hizmet alim1 yapilmistir. Genomik DNA
ekstraksiyonu ve 16S rRNA genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi DNA ekstraksiyonu i¢in
reaktoriin as1 camurundan {i¢ paralel numune alinmig ve -20°C’de saklanmistir.
Genomik DNA izolasyonu i¢in Invitrogen PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit (Life
Technologies, A.B.D.) kullanilmis ve ekstraksiyon kitin Onerdigi protokole uygun

olarak 0.2 mL ¢amur orneginden yapilmistir. Kullanilan kit hiicre par¢alamasi i¢in
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deterjan, protienaz K, lizozim ve elde edilen DNA’nin saflagtirilmast igin silika

kolonlar1 igermektedir.

izole edilen DNA’larin bakteriyel 16S rRNA bolgeleri Bact8f ve Bactl541r
primerleriyle (Lane, 1991), arkeyal 16S rRNA bolgeleri ise Arc46f (Ovreas et al.,
1997) ve Arc1384r (Lueders and Manefield, 2004) primerleriyle ¢ogaltilmistir. PCR
30 s 95°C (ilk dongiide 10 dk), 30s 53°C, 45 s 72°C kosullarinda gergeklestirilmistir.
Reaksiyonlar 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu, 0,1U Taq
DNA Polimeraz, 5 ng/ul kalip DNA ve her bir primerden 0,5 uM igeren 20 ul’lik
hacimlerde gerceklestirilmistir. PCR iriinlerinin boyut analizi, %1 (w/v) agaroz jel, 1x
Tris—asetat— EDTA tampon ¢ozeltisi (40 mM Tris, 20 mM asetik asit, | mM EDTA; pH
8,0) ve 7 V cm™ kosullarinda agaroz jel elektroforez ile yaptlmistir. PCR iiriinleri
SybrGreen (Bioeksen, Tiirkiye) ile boyanmis ve UV altinda manuel olarak fotografi

cekilmisgtir.

PCR iiriinleri Biospeedy PCR Uriin Saflastirma Kiti (Bioeksen Ar-Ge
Teknolojileri Ltd. S$ti.) kullanilarak diger PCR bilesenlerinden, NGS 0Oncesi
temizlenmistir. Saflastirilan 16S rRNA’larin V3-V5 bolgeleri NGS ile dizilenmistir.
Illumina-Miseq platformunun gerektirdigi adaptor ve her 6rnegin isaretlenecegi indeks
dizileri bakteriler i¢cin Bact339-F (5’-CTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ve Bact815-R
(5’-CTCCTACGGGAGGCAGCAG-3") ve  arkeler igin  Arch349-F (5’
GYGCASCAGKCGMGAAW-3’) ve Arch806-R (5’-GGACTACVSGGGTATCTAAT-
3’) primerlerine entegre edilmis ve yeni nesil dizileme igin gerekli olan DNA
kiitiiphanesi hazirlanmistir.  Elde edilen DNA kiitiiphaneleri saflastirilmis, kalite
miktarlar1 floresan temelli yontemler ile 6l¢iilmiis, ardindan dizileme islemi [llumina-
Miseq cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Dizileme islemi sonrasinda, her Ornek igin

hazirlanan kiitiiphanelerden ortalama 10.000 fragmanin dizi bilgisi elde edilmistir.

Dizileme sonucu elde edilen okumalar ilk olarak her fragmana eklenmis olan
adaptor dizilerinden temizlenmistir. Daha sonra indeks diziler kullanilarak her
okumanin ait oldugu 6rnek belirlenmis, okumalar Orneklere goére gruplandirilmigtir.

Adaptor ve indeks dizilerinin kirpilarak ¢ikarilmasindan sonra, okumalar dizi uzunlugu
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ve kalite bilgisine gore gerekli filtreleme asamalarindan geg¢mistir. Ayrica kimerik
okumalarin analizi etkilememesi igin giiriiltii azaltma yapilmigtir (Edgar et al. 2011;
Haas et al.,2011). Boylece yiiksek kalitede okumalarin elde edilmis olmasi
saglanmistir. Her taksonomik seviye, OTU (Operational Taxonomic Unit)
simiflandirmast BLAST ve GreenGenes veritabani (DeSantis et al., 2006) kullanilarak
analiz edilmis ve taksonomik seviyelere atanan okuma sayilari tespit edilmistir. Cizelge
3.2°de Dizi benzerliklerine gére OTU siniflandirmasi verilmistir. OTU siniflandirmasi
dizilerin %97 benzerliklerine gore kiimelenmeleri incelenerek yapilmistir (Sun et al.,
2011). Sonug olarak her 6rnegin igerdigi mikroorganizmalarin oranlart her taksonomik

seviye icin elde edilmis, mikrobiyal profil ortaya ¢ikarilmistir.

Cizelge 3. 2 Dizi benzerliklerine gore OTU siniflandirmasi

Referans diziye benzerlik ]
orant (%) Atanan seviye

>97 Tur

97 -95 Siiflandirilmamis cins

95-90 Siniflandirilmamis familya

90-85 Smiflandirilmamis takim

85-80 Smiflandirilmamig sinif

80— 77 Smiflandirilmamis sube
<77 Smiflandirilmamis
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4 BULGULAR

4.1 inokulum Ozellikleri

Kesikli ve siirekli reaktoér ¢alismalarinda kullanilan anaerobik ¢amura ait bazi

ozellikler Cizelge 4.1°de verilmektedir.

Cizelge 4. 1 Kesikli ve siirekli ¢calismalarda kullanilan anaerobik camurun 6zellikleri

Parametre Ahstirilms
Camur

pH 7,6

TKM (g I™) 14

AKM (g I 12,4

UAKM (g I'") 3,8

4.2 Kesikli Reaktor Sonuclari

4.2.1 Eritromisin, vankomisin, amfoterisin b antibiyotiklerini iceren sentetik

atiksularin Kesikli reaktor calismalan

Eritromisin, vancomisin ve amfoterisin b antibiyotiklerinin farkli konsantrasyonlari
ve farkli kosubstrat cesitleri kullanilarak ayri1 ayri hazirlanmis sentetik atiksularla
yapilan kesikli ¢alisma deney diizenekleri ve her bir deney sonucunda elde edilen

ortalama KOI giderim oranlar1 Cizelge 4.2°de verilmektedir
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Cizelge 4.2 Eritromisin, vankomisin ve amfoterisin B i¢eren sentetik atiksularin tam faktoriyel
(3% tasarim ile elde edilen kesikli reaktor sonuglari

KOI
DENEYLER FARKLIANTIBIYOTIK ANTiBiYQTIK KOSUBSTRAT CESIDI GIDERIMI
KONSANTRASYONLARI CESIDI ORTALAMA
%
GERCEK KOD GERCEK
KOD GERCEK KOD

1 75 mg/l +1 Eritromisin 86.71
1 ABP 1

2 75 mg/l +1 Eritromisin 60.14
1 GLUKOZ 0

3 75 mg/l +1 Eritromisin PROPIYONIK 45.99
1 ASIT -1

4 75 mg/l +1 Vancomisin ABP 84.61
0 1

5 75 mg/l +1 Vancomisin GLUKOZ 81.81
0 0

6 75 mg/l +1 Vancomisin PROPIYONIK 57.88
0 ASIT -1

7 75 mg/l +1 Amfoterisin ABP 96.66
B -1 1

8 75 mg/l +1 Amfoterisin GLUKOZ 49.17
B -1 0

9 75 mg/l +1 Amfoterisin PROPIYONIK 98.66
B -1 ASIT -1

10 50 mg/I 0 Eritromisin ABP 88.81
1 1

11 50 mg/l 0 Eritromisin GLUKOZ 69.64
1 0

12 50 mg/l 0 Eritromisin PROPIYONIK 28.77
1 ASIT -1

13 50 mg/I 0 Vancomisin ABP 85.02
0 1

14 50 mg/I 0 Vancomisin GLUKOZz 49.35
0 0

15 50 mg/I 0 Vancomisin PROPIYONIK 20.49
0 ASIT -1

16 50 mg/I 0 Amfoterisin ABP 97.32
B -1 1

17 50 mg/I 0 Amfoterisin GLUKOZ 10.00
B -1 0

18 50 mg/I 0 Amfoterisin PROPIYONIK 93.35
B -1 ASIT -1

19 25 mg/l -1 Eritromisin ABP 86.61
1 1

20 25 mg/l -1 Eritromisin GLUKOzZ 64.47
1 0

21 25 mg/l -1 Eritromisin PROPIYONIK 30.97
1 ASIT -1

22 25 mg/l -1 Vancomisin ABP 85.88
0 1

23 25 mg/l -1 Vancomisin GLUKOZz 81.55
0 0

24 25 mg/l -1 Vancomisin PROPIYONIK 59.79
0 ASIT -1

25 25 mg/l -1 Amfoterisin ABP 99.30
B -1 1

26 25 mg/l -1 Amfoterisin GLUKOZz 50.98
B -1 0

27 25 mg/l -1 Amfoterisin PROPIYONIK 97.77
B -1 ASIT -1




55

Bu sonuglar dogrultusunda varyans analizleri, faktorlerin tek basina, ikili ve ti¢li
etkilesimi analizleri yapilmigtir. Deneysel tasarim sonuglart SPSS yazilimi ile
hesaplanmistir. Istatistiksel temelli ¢alisma sonucunda KOI giderimi acisindan elde
edilen varyans analizi Cizelge 4.3’de verilmistir. Sonuglara gore antibiyotik ¢esidi,

antibiyotik konsantrasyonu, kosubstrat ¢esidinin KOI gideriminde istatiksel olarak

anlamli bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Cizelge 4.3 KOI giderimi i¢in varyans analizi tablosu

Kaynak Kareler sd Kareler F p
toplami ortalamasi
Kosubstrat 12111,447 2 6055,724 | 31125,639 | ,000
Antibiyotik Cesidi 1997,378 2 998,689 | 5133,133 | ,000
Antibiyotik Konsantrasyonu| 1987,894 2 993,947 | 5108,761 | ,000
Kosubstrat * Antibiyotik 15417,100 | 4 3854,275 | 19810,477 | ,000
Cesidi
Kosubstrat * 1191,783 4 297,946 | 1531,403 | ,000
Antibiyotik
Konsantrasyonu
Antibiyotik Cesidi * 1152,509 4 288,127 | 1480,937 | ,000
Antibiyotik Konsantrasyonu
Kosubstrat * Antibiyotik 1599,166 8 199,896 | 1027,438 | ,000
Cesidi * Antibiyotik
konsantrasyonu
Hata 5,253 7 ,195
Total 290121,106 | 54

R? = 1,000 (diizeltilmis R* = ,1,000) sd:Serbestlik derecesi p=anlamlilik p < 0,05

Antibiyotik ¢esidi ile KOI arasindaki iliski ¢izelge 4.4° de verilmektedir.
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Cizelge 4.4 Antibiyotik cesidi ile KOI arasindaki iliski

Alt kiime
Antibiyotik ¢esidi N 1 2 3
Tukey HSD | Eritromisin 18 62,1506
Vankomisin 18 67,0772
Amfoterisin 18 76,7894
B

Kesikli reaktorde, antibiyotik ¢esidi olarak eritromisin yerine vankomisin
kullanim1 KOI giderimini % 4,93 artirirken, amfoterisin b kullanim1 ise %14,64
artirmistir. Vankomisine gére amfoterisin b kullanmak ise KOI giderimini % 9,71

yiikseltmistir.

Antibiyotik konsantrasyonu ile KOI arasindaki iliski ¢izelge 4.5’ de

verilmektedir.

Cizelge 4.5 Antibiyotik konsantrasyonu ile KOI arasindaki iligki

Alt kiime
Atiksu Konsantrasyonu N 1 2 3
50 mg/L 18 60,0978
Tukey HSD 25 mg/L 18 72,6839
75 mg/L 18 73,2356

Istatistiksel degerlendirme, 75 mg/L antibiyotik iceren atik suyun kesikli
reaktérde KOI gideriminin 50 mg/L ve 25 mg/L antibiyotik igeren atik suya goére
sirasiyla %13,14 ve % 0,55 daha yiiksek oldugu sonucunu vermektedir. Kisaca en iyi
KOI giderimi 75 mg/L konsantrasyonda hazirlanan atik suda gdzlenmistir.

Kosubstrat ¢esidi ile KOI arasindaki iliski Cizelge 4.6’da verilmektedir.




Cizelge 4.6 Kosubstrat ¢esidi ile KOI arasindaki iliski
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Alt kiime
Kosubstrat ¢esidi N 1 2 3
Glukoz 18 57,2289
Tukey HSD | propiyonikasit 18 58,9600
ABP 18 89,8283

Kesikli reaktorde, kosubstrat g¢esidi olarak, ABP (asetikasit, propiyonikasit,

butirik asit) kullanmak KOI gideriminde propiyonik asit ve glukoz kullanimma gore

sirayla % 30,87 ve % 32,60 artirmistir. Bu durumda en iyi KOI giderimi asit karisim

kullanildiginda elde edilmistir.

Istatistiksel caligmalar antibiyotik cesidi-kosubstrat ¢esidi ikili etkilesimin KOI

giderimi {izerinde anlamli bir etkisi oldugunu gostermektedir (Sekil 4.1).

100,00

&0,00

% KOI GIDERIMI

60,00

40,00

Antibiyotik Cesidi

— Amfoterisin b
‘ankomisin
Eritromisin

T
Propiyonikasit

T
Glukoz

Kosubstrat

T
AEP

Sekil 4.1Antibiyotik ¢esidi kosubstrat ¢esidi etkilesimi
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Sentetik atiksuyun aritimi i¢in anlamli olan antibiyotik ¢esidi ve kosubstrat
cesidi ikili etkilesiminden goriildiigii lizere, antibiyotik ¢esidi olarak amfoterisin b
kullanildiginda kosubstrat olarak hem propiyonik asit hem de ABP kullanildiginda en
fazla KOI giderimi elde edilmistir ~ (Sekil 4.1). Antibiyotik olarak vankomisin ya da

eritromisin kullanildiginda, en iyi giderim ABP ’de oldugu goriilmistiir.

[statistiksel calismalar antibiyotik konsantrasyonu-kosubstrat ¢esidi ikili

etkilesimin KOI giderimi {izerinde anlamli bir etkisi oldugunu gdstermektedir

(Sekil 4.2).

Antibiyotik
100,004 Konsantrasyonu
— 23mgl
—30mgL
73 myL
20,00 4 ’
(4
80,004
[
B 70,00
L]
o
g G-.-_-_._-_____._.--'_
€ 60,004
50,004
40,00
T T T
Propiyonik asit Gluloz ABP
KOSUBSTRAT

Sekil 4.2Antibiyotik konsantrasyonu- kosubstrat ¢esidi etkilesimi

Sentetik atiksu i¢in anlamli olan antibiyotik konsantrasyonu ve kosubstrat ¢esidi
ikili etkilesimi igin ¢izilen profil grafigi tiim antibiyotik konsantrasyonlarinda ve
ABP’nin varliginda en yiiksek KOI gideriminin gergeklestigini gdstermektedir (Sekil
4.2).

Antibiyotik konsantrasyonu — antibiyotik ¢esidi ikili etkilesimin KOI giderimi

tizerinde etkisi Sekil 4.3 de verilmistir.
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ANTIBIYOTIE
90,00 KONSANTRASYONU
| — 2X5m
— 50mg/L
75 mg/L
80,00
2
0 70,004
]
o
=
R
60,00
50,00
Amfoterisin b Vankomisin Fritromisin
ANTIRIVOTIK CESIDI

Sekil 4.3Antibiyotik konsantrasyonu -antibiyotik ¢esidi etkilesimi

Sentetik atiksuyun aritimi i¢in anlamli olan antibiyotik konsantrasyonu ve
kosubstrat ¢esidi ikili etkilesimi i¢in ¢izilen profil grafiginde 25 mg/L’de ve 75 mg/L’de
amfoterisin b’de iyi giderim gergeklestigini gdstermektedir. En iyi KOI giderimi ise 25

mg/L’lik amfoterisin b konsantrasyonunda elde edilmistir.

Deney sonuglari, ii¢li etkilesimin de (antibiyotik konsantrasyonu-antibiyotik
cesidi-kosubstrat cesidi) KOI giderimi {izerinde anlamli bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Uglii etkilesim grafikleri Sekil 4.4°de verilmistir.



Antibiyotik Konsantrasyonu: 25 mg/L
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Sekil 4.4 Uglii etkilesimi a)25 mg/L antibiyotik konsantrasyonunda,antibiyotik
cesidi,kosubstrat ¢esidi etkilesimi ;b) 50 mg/L antibiyotik konsantrasyonunda,antibiyotik
cesidi,kosubstrat ¢esidi etkilesimi ; c¢) 75 mg/L antibiyotik konsantrasyonunda,antibiyotik

cesidi,kosubstrat ¢cesidi
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Sentetik atiksuyun aritimi1 i¢in anlamli olan antibiyotik konsantrasyonu,
antibiyotik ¢esidi ve kosubstrat c¢esidi liclii etkilesimi profil grafiklerinden de
anlasilacag1 gibi en yiiksek KOI giderimi, kosubstrat olarak ABP, antibiyotik ¢esidi
olarak amfoterisin b kullanildiginda elde edilirken antibiyotik konsantrasyonun
degisiminin biiylik bir etkisi olmadigi gozlemlenmigtir. Ayrica kosubstrat olarak
propiyonik asitin de iyi bir giderim sagladigi goriilmiistiir. Bunlarin disinda glukoz
kosubstrat olarak kullanildiginda KOI giderimin en diisiik seviyelerde oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.4).

4.2.2 Flukonazol, tetrasiklin, sefamezin antibiyotiklerini iceren atiksularin kesikli

reaktor calismalari

Flukonazol, tetrasiklin, sefamezin antibiyotikleri ile ayri ayri hazirlanmig
sentetik atiksularin kesikli ¢alismalarda kurulan tam faktoriyel deney diizenegi ve her
bir deney sonucunda elde edilen ortalama KOI giderim oranlart Cizelge 4.7°de

verilmektedir.

Bu analiz sonuglar1 dogrultusunda varyans analizleri, faktorlerin tek basina, ikili
ve iclii etkilesimi analizleri yapilmistir. Istatistiksel temelli calisma sonucunda KOI
giderimi acisindan elde edilen varyans analizi Cizelge 4.8’de verilmistir. Bu analiz
sonuglarina gore yapilan deneysel c¢aligmanin anlamli oldugu; antibiyotik cesidi,
antibiyotik konsantrasyonu, kosubstrat cesidinin KOI gideriminde istatiksel olarak

anlamli bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir (p<0,05).



62

Cizelge 4. 7 Flukonazol, tetrasiklin, sefamezin kullanilarak hazirlanan sentetik atiksularin tam
faktoriyel (3%) tasarim ile elde edilen kesikli reaktdr sonuglari

KOI
DENEYLER FARKLI ANTIBIYOTIK ANTIBIYOTIK KOSUBSTRAT CESIDI GIDERIMI
KONSANTRASYONLARI CESIDi ORTALAMA
%
GERCEK KOD GERCEK KOD GERCEK KOD

1 75 g/l +1 Flukonazol ) ABP ) 93.56

2 75 g/l +1 Flukonazol ) GLUKOZ o 84.41

3 Flukonazol PROPIYONIK 92.47
75 mg/l +1 1 ASIT 1

4 75 g/l 1 Sefamezin . ABP . 96.84

5 75 g/l 1 Sefamezin . GLUKOZ o 83.84

6 Sefamezin PROPIYONIK 82.48
75 mg/l +1 0 ASIT 1

7 75 mg/l +1 Tetrasiklin . ABP ) 47.92

8 75 g/l 1 Tetrasiklin . GLUKOZ . 44.48

9 Tetrasiklin PROPIYONIK 10,00
75 mg/l +1 1 ASIT 1

10 50 mg/l 0 Flukonazol ) ABP . 94.66

11 50 mg/l 0 Flukonazol ) GLUKOz 0 92.19

12 50 mall 0 Flukonazol PROPIYONIK 92.68
9 1 ASIT -1

13 50 mg/l 0 Sefamezin . ABP . 94.59

14 50 mg/l 0 Sefamezin . GLUKOZz o 86.30

15 Sefamezin PROPIYONIK 94.52
50 mg/l 0 0 ASIT 1

16 50 mg/l 0 Tetrasiklin . ABP . 53.27

17 50 mg/l 0 Tetrasiklin 4 GLUKOZz 0 34.32

18 Tetrasiklin PROPIYONIK 35.30
50 mg/l 0 1 ASIT 1

19 25 g/l 1 Flukonazol . ABP . 98.87

20 25 g/l 1 Flukonazol . GLUKOZ . 50.85

21 25 mall 1 Flukonazol PROPIYONIK 94.91
9 1 ASIT -1

22 25 mg/l 1 Sefamezin . ABP ) 92.02

23 25 g/l 1 Sefamezin . GLUKOZ . 92.41

24 25 mall 1 Sefamezin PROPIYONIK 95.29
9 0 ASIT 1

25 25 mgl 1 Tetrasiklin . ABP . 78.97

26 Tetrasiklin GLUKOZz

25 mg/l -1 1 0 5814

27 25 mall 1 Tetrasiklin PROPIYONIK 93.73
9 -1 ASIT -1
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Kareler Kareler
Kaynak toplami1 sd ortalamasi F p
Kosubstrat 1678,972 2 839,486 | 4889,209 ,000
Antibiyotik Cesidi 18202,267 2 9101,133 | 53005,447 ,000
Antibiyotik Konsantrasyonu | 1619,501 2 809,750 | 4716,026 ,000
Kosubstrat*Antibiyotik 637,688 4 159,422 | 928,482 ,000
Cesidi
Kosubstrat * 2129,341 4 532,335 | 3100,346 ,000
Antibiyotik Konsantrasyonu
AntibiyotikCesidi * 5254,548 4 1313,637 | 7650,686 ,000
Antibiyotik Konsantrasyonu
Kosubstrat * 2282,703 8 285,338 | 1661,822 ,000
AntibiyotikCesidi*
Antibiyotik konsantrasyonu
Hata 27 172
4,636
Total 346750,372 54
R? = 1,000 (diizeltilmis R? = ,1,000) sd:Serbestlik derecesi p=anlamlilik p<0,05
Antibiyotik ¢esidi ile KOI arasindaki iliski ¢izelge 4.9” de verilmektedir.
Cizelge 4.9 Antibiyotik cesidi ile KOI arasindaki iliski
Alt kiime
Antibiyotik ¢esidi N 1 2 3
Tetrasiklin 18 50,4517
Tukey HSD | Flukonazol 18 87,9733
Sefamezin 18 90,6822

Kesikli reaktorde, antibiyotik c¢esidi olarak tetrasiklin yerine flukonazol

kullanim1 KOI giderimini %37,52 artirirken, sefamezin kullanimi ise %40,23 artirmistir.

Flukonazol yerine sefomezin kullanmak ise KOI giderimini %2,71 yiikseltmistir.




Antibiyotik  konsantrasyonu

verilmektedir.

ile KOI arasindaki

iliski

Cizelge 4.10Antibiyotik konsantrasyonu ile KOI arasindaki iligki
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Cizelge 4.10°da

Alt kiime
Antibiyotik N 1 2 3
Konsantrasyonu
75 mg/L 18 70,3889
Tukey HSD 50 mg/L 18 75,0972
25 mg/L 18 83,6211

Istatistiksel degerlendirme, 25 mg/L antibiyotik iceren atik suyun kesikli

reaktdrde KOI gideriminin 50 mg/L ve 75 mg/L antibiyotik iceren atik suya gore

sirasiyla %8,52 ve %13,23 daha yiiksek oldugu sonucunu vermektedir. En iyi KOI

giderimi 25 mg/L antibiyotik konsantrasyonda hazirlanan atik suda gézlenmistir.

Kosubstrat cesidi ile KOI arasindaki iliski Cizelge 4.11°da verilmektedir.

Cizelge 4.11 Kosubstrat ¢esidi ile KOI arasindaki iliski

Alt kiime
Kosubstrat ¢esidi N 1 2 3
Glukoz 18 69,4406
Tukey HSD | Propiyonikasit 18 76,5722
ABP 18 83,0944

Kesikli reaktorde, kosubstrat ¢esidi olarak, asit karigimi kullanmak propiyonik

asit ve glukoz kullanimina gére KOI giderimini sirasiyla % 6,52 ve % 13,65 artirmustir.

En iyi KOI giderimi asit karisiminda olmustur.
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Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi yapildi ve antibiyotik cesidi-
kosubstrat cesidi ikili etkilesimin KOI giderimi iizerinde anlamli bir etkisi oldugunu

gostermektedir (Sekil 4.5).

KOSUBSTRAT
100,00+ — Propivonilcasit
Glukoz
ABP
90,00
E 30,004
[
A 70,00+
[
—
o
60,004
&
50,00+
40,00
Tetrazildin Sefamezin Flukonazol
ANTIBIYOTIK CESIDI

Sekil 4.5 Antibiyotik ¢esidi kosubstrat cesidi etkilesimi

Sentetik atiksuyun aritimi i¢in anlamli olan antibiyotik ¢esidi ve kosubstrat
cesidi ikili etkilesimi gorildigii lizere, antibiyotik ¢esidi olarak flukonazol
kullanildiginda kosubstrat olarak ABP kullanildiginda en fazla KOI giderimi elde
edilmistir. Antibiyotik olarak tetrasiklin ve sefamezin kullanildiginda, en iyi giderim

yine ABP’de oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5).

Istatistiksel calismalar antibiyotik konsantrasyonu-kosubstrat ¢esidi ikili
etkilesimin KOI giderimi iizerinde anlamli bir etkisi oldugunu gostermektedir (Sekil

4.6).
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Sekil 4.6 Antibiyotik Konsantrasyonu kosubstrat ¢esidi etkilesimi

Sentetik atiksu i¢in anlamli olan antibiyotik konsantrasyonu ve kosubstrat ¢esidi
ikili etkilesimi igin ¢izilen profil grafigi en yiiksek KOI gideriminin 25 mg/L antibiyotik
iceren sentetik attk su konsantrasyonunda ve propiyonik asidin varliginda

gerceklestigini gostermektedir (Sekil 4.6).

Antibiyotik konsantrasyonu — antibiyotik ¢esidi ikili etkilesimin KOI giderimi

tizerinde anlamli bir etkisi oldugunu gostermektedir (Sekil 4.7).
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Antibiyotik Konsantrasyonu

Sekil 4.7 Antibiyotik konsantrasyonu- antibiyotik ¢esidi etkilesimi

Antibiyotik iceren Sentetik atiksuyun aritimi igin anlamli olan antibiyotik
konsantrasyonu ve kosubstrat ¢esidi ikili etkilesimi icin ¢izilen profil grafiginde, en iyi
KOI giderimi 25 mg/L sefamezin konsantrasyonunda oldugu goriilmiistiir. 50 mg/L

antibiyotik konsantrasyonunda sefamezin ve flukonozolde de 1yi giderim oldumustur.

Deney sonuglari, ii¢lii etkilesimin de (antibiyotik konsantrasyonu-antibiyotik
cesidi-kosubstrat ¢esidi) KOI giderimi iizerinde anlamli bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.8).
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Kosubstrat Cesidi: ABP

ANTIBIYOTIK CESIDI
100,00+
—Tetrasiklin
e —Sefamezin
G’___,__.———-'—“ Flukonazal
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Kosubstrat Cesidi:Propivonik asit
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Kosubstrat Cesidi: Glukoz

100,004 ANTIBIYOTIK CESIDI
—Tetrasiklin
—Sefamezin
5\ Flukonazol
E 80,004
g
kL
S
2 60,004
2 N
40,00
25 mg/L 50 mg/L 75 mg/L

ANTIBIVOTIK KONSANTRASYONU

Sekil 4.8 Uclii ertkilesim a) Kosubstrat ¢esidi, ABP iken antibiyotik konsantrasyonu,
antibiyotik ¢esidi etkilesimi; b)Kosubstrat propiyonik asit iken antibiyotik konsantrasyonu,
antibiyotik ¢esidi Etkilesimi; c) kosubstrat glukoz iken antibiyotik konsantrasyonu, antibiyotik
cesidi etkilesimi
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Sentetik atiksuyun aritimi1 i¢in anlamli olan antibiyotik konsantrasyonu,
antibiyotik ¢esidi ve kosubstrat c¢esidi Uglii etkilesimi profil grafiklerinden de
anlasilacag1 gibi en yiiksek KOI giderimi, kosubstrat olarak ABP, antibiyotik cesidi
olarak flukonozol ve 25 mg/L antibiyotik konsantrasyonu kullanildiginda elde
edilmistir. Ancak kosubstrat olarak ABP kullanildiginda, 75 mg/L antibiyotik
konsantrasyonunda sefamezin antibiyotiginin de yiiksek KOI giderimi gosterdigi
belirlenmistir. Kosubstrat olarak propiyonik asit kullanildiginda; tetrasiklin, flukonozol
ve sefamezin antibiyotiklerinin 25 mg/L antibiyotik konsantrasyonda en iyi giderimi
sagladigi, Kosubstrat olarak glukoz kullanildiginda 25 mg/L sefamezinde, 50 mg/L

flukonozolde en iyi giderim sagladig1 gortilmiistiir.

4.2.3 Kanamisin iceren sentetik atiksuyun kesikli reaktor ¢alismasi

Kanamisin antibiyotigi kullanilarak hazirlanmis sentetik atiksuyun Kkesikli
calismalarda kurulan tam faktoriyel deney diizenegi ve her bir deney sonucunda elde

edilen ortalama KOI giderim oranlari Cizelge 4.12’de verilmektedir.

Cizelge 412 Kanamisin igeren sentetik atiksuyun tam faktériyel (3%) tasarim ile elde edilen
kesikli reaktdr sonuglari

KOI
DENEYLER FARKLI ANTIBIYOTIK KOSUBSTRAT CESIDI GIDERIMI
KONSANTRASYONLARI ORTALAMA
%
GERCEK KOD GERCEK KOD
1 25 mg/l -1 ABP +1 88.59
2 25 mg/l -1 GLUKOZ 0 72.43
3 25 mg/l -1 - -1 9,5
4 50 mg/l 0 ABP +1 88.57
5 50 mg/l 0 GLUKOZ 0 92.66
6 50 mg/l 0 - -1 9,5
7 75 mgl/l +1 ABP +1 76.77
8 75 mg/l +1 GLUKOZ 0 70.65
9 75 mg/l +1 - -1 9,5

Bu sonuglar dogrultusunda varyans analizleri, faktorlerin ikili analizleri

yapilmigtir. Istatistiksel temelli ¢alisma sonucunda KOI giderimi agisindan elde edilen
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varyans analizi Cizelge 4.13’de verilmistir. Bu analiz sonuglarina gore yapilan deneysel

calismanin anlamli oldugu; antibiyotik konsantrasyonu, kosubstrat g¢esidinin KOI

gideriminde ve istatiksel olarak anlamli bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Ayrica antibiyotik konsantrasyonu ve kosubstrat ¢esidi ikili etkilesimi KOI giderimine

istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.13 KOI Giderimi icin varyans analizi tablosu

R? = 1,000 (diizeltilmis R? = ,1,000) sd:Serbestlik derecesi p=anlamlilik p<0,05

Antibiyotik konsantrasyonu ile KOI arasindaki iliski cizelge 4.14° de

Kaynak Kareler Kareler
toplami sd ortalamas F p
Kosubstrat 20733,454 2 10366,727 | 35148,728 ,000
Antibiyotik 387,600 2 193,800 657,085 ,000
Konsantrasyonu
Kosubstrat * 396,309 4 99,077 335,925 ,000
Antiibiyotik
Konsantrasyonu
Hata 2,654 9 ,295
Total 80764,869 18
verilmektedir.
Cizelge 4.14 Antibiyotik konsantrasyonu ile KOI arasindaki iliski
Alt kiime
Antibiyotik N 1 2 3
Konsantrasyonu
75 mg/L 6 52,0700
Tukey 50 mg/L 6 56,6700
HSD*P 25 mg/L 6 63,3717
Sig. 1,000 1,000 1,000

Istatistiksel degerlendirme, 50 mg/L antibiyotik igeren atiksuyun kesikli

reaktorde KOI gideriminin 75mg/L ve 25 mg/L antibiyotik igeren atiksuya gore
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strastyla %11,30 ve % 6,70 daha yiiksek oldugu sonucunu vermektedir. Kisaca en iyi

KOI giderimi 50 mg/L antibiyotik konsantrasyonda hazirlanan sentetik atik suda

gbzlenmistir.

Kosubstrat ¢esidi ile KOI arasindaki iliski Cizelge 4.15°da verilmektedir.

Cizelge 4.15 Kosubstrat cesidi ile KOI arasindaki iliski

Alt kiime
KOSUBSTRAT CESIDI N 1 2 3
Kosubstratsiz 6 9,5000
Tukey Gukoz 6 78,2900
HSD*" ABP 6 84,3217
Sig. 1,000 1,000 1,000

Kesikli reaktorde, kosubstrat cesidi olarak, asit karistmi kullanmak KOI

gideriminde kosubstrastsiz ve glukoz kullanimina gore sirayla %74,82 ve %6,03

artirmistir. En iyi KOI giderimi asit karisiminda olmustur.

Antibiyotik konsantrasyonu — kosubstrat ¢esidi ikili etkilesimin KOI giderimi

tizerinde anlamli bir etkisi oldugunu gostermektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Antibiyotik konsantrasyonu -kosubstrat ¢esidi etkilesimi

Kanamisin igeren sentetik atiksu i¢in anlamli olan antibiyotik konsantrasyonu ve
kosubstrat ¢esidi ikili etkilesimi icin gizilen profil grafigi en yiiksek KOI gideriminin 50
mg/L’lik atik su konsantrasyonunda ve glikoz varliginda gergeklestigini gostermektedir

(Sekil 4.9).

4.2.4 Kanamisin, sefamezin ve amfoterisin b antibiyotiklerinin karisim halinde

hazirlanmis sentetik atiksuyun Kesikli reaktor calismasi

Yedi farkli antibiyotigin tekli olarak yapilan kesikli reaktdr ¢alismalar
sonucunda en iyi giderim saglanan ii¢ antibiyotigin karistirilmasi ile hazirlanan sentetik
atiksuyun kesikli ¢aligmalarda kurulan tam faktoriyel deney diizenegi ve her bir deney

sonucunda elde edilen ortalama KOI giderim oranlar1 Cizelge 4.16°da verilmektedir.
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Cizelge 4. 16 Kanamisin,, sefamezin, amfoterisin B igeren sentetik atiksuyun tam faktoriyel (3%)
tasarim ile elde edlen kesikli reaktor sonuglari

DENEYLER

FARKLI ANTIBIYOTIK
KONSANTRASYONLARI

ANTIBIYOTIK

CEIisSDI

KOSUBSTRAT CESIDI

KOI

GIDERIMI

ORTALAMA
%

GERCEK KOD

GERCEK

GERCEK

KOD

75 mg/l +1

Kanamisin,
Amfoterisin B
Sefamezin
karigimi

ABP

82.02

75 mg/l +1

Kanamisin,
Amfoterisin B
Sefamezin
karigimi

GLUKOZ

43.43

75 mg/l +1

Kanamisin,
Amfoterisin B
Sefamezin
karigimi

PROPIYONIK
ASIT

30.11

50 mg/l 0

Kanamisin,
Amfoterisin B
Cefamezin
karigimi

ABP

84.59

50 mg/I 0

Kanamisin,
Amfoterisin B
Sefamezin
karigimi

GLUKOZ

64.25

50 mg/l 0

Kanamisin,
Amfoterisin B
Sefamezin
karigimi

PROPIYONIK
ASIT

36.21

25 mg/l

Kanamisin,
Amfoterisin B
Sefamezin
karigimi

ABP

86.59

25 mg/l

Kanamisin,
Amfoterisin B
Sefamezin
karigimi

GLUKOZzZ

67.92

25 mg/l

Kanamisin,
Amfoterisin B
Sefamezin
karigimi

PROPIYONIK
ASIT

83.28

Bu analiz sonuglar1 dogrultusunda varyans analizleri, faktorlerin ikili etkilesim

analizleri yapilmstir. Istatistiksel temelli ¢alisma sonucunda KOI giderimi acisindan

elde edilen varyans analizi Cizelge 4.17°de verilmistir. Bu analiz sonuglarina gore

yapilan deneysel caligmanin anlamli oldugu; antibiyotik konsantrasyonu, kosubstrat

cesidinin KOI gideriminde istatiksel olarak anlamli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir

(p<0,05).
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Kareler Kareler
Kaynak toplami sd |ortalamasi F p
Kosubstrat 3865,732 2 1932,866 | 7,948 ,010
Antibiyotik 2315,273 2 1157,636 | 4,760 ,039
Konsantrasyonu
Kosubstrat * 1790,048 4 447,512 1,840 ,205
Antibiyotik
Konsantrasyonu
Hata 2188,597 9 243,177 2188,597
Total 84472,485 18

R? = ,974 (diizeltilmis R = ,948) sd:Serbestlik derecesi p=anlamlilik p<0,05

Antibiyotik  konsatrasyonu ile

verilmektedir.

KOI arasindaki

Cizelge 4. 18 Antibiyotik konsatrasyonu ile KOI arasindaki iliski

iliski

Cizelge 4.18’da

Alt kiime
Antibiyotik N 1 2 3
Konsantrasyonu
75mg/L 6 51,8500
Tukey HSD 50 mg/L 6 61,6483
25 mg/L 6 79,2617

Istatistiksel degerlendirme sonucunda, 25 mg/L antibiyotik igeren atiksuyun

kesikli reaktérde KOI gideriminin 50 mg/L ve 75 mg/L antibiyotik i¢eren atik suya gore

sirasiyla % 17,61 ve % 27,41 daha yiiksek oldugu sonucunu vermektedir. Kisaca en iyi

KOI giderimi 25 mg/L konsantrasyonda hazirlanan atik suda gdzlenmistir.

Kosubstrat ¢esidi ile KOI arasindaki iliski Cizelge 4.19°da verilmektedir.
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Cizelge 4.19 Kosubstrat cesidi ile KOI arasindaki iliski

Alt kiime
KOSUBSTRAT N 1 2 3
Tukey Propiyonik Asit 6 49,8633
HSD Glukoz 6 58,5317
ABP 6 84,3650

Kesikli reaktorde, kosubstrat cesidi olarak, asit karistmi kullanmak KOI
giderimini propiyonik asit ve glukoz kullanimma gore sirayla %25,83 ve %34,50

artirmustir. En iyi KOI giderimi asit karisiminda olmustur.

Istatistiksel ¢alismalar antibiyotik konsantrasyonu -kosubstrat cesidi ikili

etkilesimin KOI giderimi iizerinde anlamli bir etkisi oldugunu gdstermektedir (Sekil

4.10).

90.00 Eosubstrat
1 » tronilcasit
: — Elton
ABP

80,00+

i

70,001

60,00

50,001

% KOI GIDE

40,001

30,004

25 mplL 50 mg/L 75 mg/L

:’Ln.ﬁT:ri,}'utik Eonsantrasyonu

Sekil 4.10 Antibiyotik konsantrasyonu- kosubstrat ¢esidi etkilesimi

Ug antibiyotigin karisimi ile saglanan sentetik atiksu igin anlamli olan

antibiyotik konsantrasyonu ve kosubstrat ¢esidi ikili etkilesimi i¢in ¢izilen profil grafigi
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en yiiksek KOI gideriminin 25mg/l antibiyotik iceren atik su konsantrasyonunda ve

ABP’nin varliginda gerceklestigini gostermektedir (Sekil 4.10).

4.3 Siirekli Reaktor Sonuclar:

Kesikli reaktdr caligmalarindan elde edilen sonuglar dogrultusunda stirekli
reaktorde sefamezin, amfoterisin b ve kanamisin antibiyotiklerini igeren sentetik

atiksuyun farkli konsantrasyonlarinin giderimi ¢aligilmistir.

Yukar1 Akisli Dolgulu Yatak Reaktor (YADYR) calismalar: 173 giin stirmiistiir.
Reaktorde daha o©nceden nigasta ile beslenerek aktiflenmis anaerobik c¢amur
kullanilmistir. Sentetik atik su konsantrasyonu 10 mg/L olacak sekilde aritima
baslanmis ve 100 mg/L’ye kadar miktar artirilarak aritima devam edilmistir. Hidrolik
alikonma siiresi 96 saat olarak belirlemistir. Bununla birlikte reaktorlerde calisma
stiresince redoks potansiyeli olgiimii yapilmis, -382 ile -411 mV arasinda degisimler

gbzlenmigtir. Deneme siiresince elde edilen veriler Cizelge 4.20°da verilmistir.

Sekil 4.11 ve 4.12°de 173 giin boyunca uygulanan, giris ve ¢ikis KOI (Kimyasal
oksijen ihtiyaci) degerleri, organik yiikleme oranlari (OYO), giris ve ¢ikis UYA
derisimleri, bikarbonat alkalinite degerleri (BA), pH ve atik su konsantrasyon

degisimleri verilmektedir.
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Giris parametreleri

Cikis parametreleri

Giin Sentetik attk | HAS KOI pH OYO | Alkalinite KOI pH Biyogaz | Alkalinite | UYA KOI U/A

su kons. (saat) (CHyp) Gid.

(%)
1-16 10 mg/L 96 2200 7,1 0.55 3000 92 8,4 - 1165 37 95,82 0,031
17-33 20 mg/L 96 2250 7,1 0.563 3000 86 8,3 - 1233 42 96,18 0,034
34-50 30 mg/L 96 2472 7,1 0.618 3000 44 8.9 - 1149 39 98,22 0,033
51-71 40 mg/L 96 2540 7,1 0.635 3000 96 8.6 - 1212 35 96,22 0,029
72-92 50 mg/L 96 2670 7,1 0.668 3000 52 8.9 - 1139 46 98,05 0,040
93-105 60 mg/L 96 2740 7,1 0.685 3000 82 8,9 0,181 1049 52 97,00 0,049
106-122 70 mg/L 96 2824 7.0 0.706 3000 99 8.9 0.362 1045 40 96,50 0,048
123-139 80 mg/L 96 2900 7.0 0.725 3000 101 8.9 0.454 1011 48 96,52 0,047
140-156 90 mg/L 96 2976 6.7 0.744 3000 141 8.9 0.636 978 40 95,26 0,040
157-173 100 mg/L 96 3110 6.8 0.778 3000 137 8.2 0.727 952 37 95,59 0,039

KOI (mg I'); AKM (mg I ); OYO (g KOI I gin™ ); alk: bikarbonat alkalinitesi (mg CaCO; I'Y); UYA (mg I'*); metan*:l CH,4 I atik su giin

1
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Sekil 4.11 Yukarn1 akisgli anaerobik dolgulu yatak reaktérde artim siirecindeki
degisimler a)OYO b) giris ve ¢ikis KOI ¢) UYA
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Sekil 4.12 Yukan akish anaerobik dolgulu yatak reaktdrde aritim siirecindeki degisimler
d) Alkalinite (giris ve ¢ikis) e) Atik su konsantrasyonu f) pH (giris ve ¢ikis)
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Elde edilen sonuglara goére en yiiksek KOI giderimi 30 mg/L antibiyotik
konsantrasyonunda uygulandiginda, HAS 96 saat ve OYO 0,618 g KOi I giin™
oldugunda belirlenmistir. Fakat tiim calisma boyunca KOI giderimi %95-98 arasinda
degismistir. Yani yiiksek antibiyotik konsantrasyonunda da yiiksek giderim verimi elde

edilmistir.
4.4 Ekotoksikolojik Calismalar

Siirekli reaktor caligmalarinda farkli antibiyotik konsantrasyonlarindaki sentetik
atiksularin aritim c¢alismasi Oncesi ve sonrasinda toksisiteleri belirlenmistir. Calismada
en yiiksek antibiyotik konsantrasyon olarak denenen 100 mg/L’lik oran aritim g¢alismasi
oncesinde oldukca toksik ¢ikmistir. Aritim sonrasi ise atiksuyun toksik 6zellik

gostermedigi belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.21°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.21Toksisite sonuglari

5 dakikahk 15 dakikahk
sonuclar sonuclar

(% Konsantrasyon) | (% Konsantrasyon)

100 mg/L antibiyotik
igeren sentetik atiksu 10 11

Anaerobik

Aritim Sonrasi - -

-Rakamsal bir deger saptanamamistir

100 mg/L antibiyotik iceren sentetik atiksuyun %10’luk konsantrasyonu test
organizmasi ile 5 dakika maruz birakildiginda ECsy degerine karsilik gelmektedir. 15
dakikada ECso degeri ise %11°lik atik su konsantrasyonunu ifade etmektedir. Aritim
sonrasinda elde edilen suyun 5 ve 15 dakikada ECsy degerine karsilik gelen bir

konsantrasyon degeri saptanamamistir. Bu durum toksik madde icermeyen kontrol
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kuyucugu ile es deger 1simaya sahip olmasindan kaynaklanmaktatir. Buda aritilmig

suyun toksik madde icermediginin gostergesidir.
4.5 Mikrobiyal Kompozisyonun Belirlenmesi
45.1 NGS analizi sonuclari
NGS analizi sonuglar1 bakteriler i¢cin Cizelge 4.22°de, arkeler i¢in Cizelge
4.23’de tir ve cins diizeyinde dizi sayisi belirtilerek ve yiizdeleri hesaplanarak

verilmigtir.

Cizelge 4.22 Bakteri NGS analizi sonuglari

Tiir Dizi Sayisi Yiizde
Syntrophobacter spp. 8496 19,563
op8 (candidate division) 8414 19,374
Delftia lacustris 7186 16,546
Rhodopseudomonas palustris 2350 5,411
Kosmotoga spp. 1721 3,963
Syntrophobacter 860 1,980
Syntrophobacteraceae 841 1,936
Desulfovibrio aminophilus 571 1,315
Azospirillum oryzae 552 1,271
Comamonadaceae 473 1,089
Ochrobactrum tritici 438 1,009
Rhodocyclaceae 419 0,965
Longilinea spp. 392 0,903
Syntrophaceae 389 0,896
Variovorax spp. 383 0,882
Ottowia spp. 349 0,804
Rhizobium giardinii 349 0,804
Desulfovibrio desulfuricans 214 0,493
Beijerinckiaceae 213 0,490
Pleomorphomonas oryzae 209 0,481
Syntrophomonas syntrophospora cellicola 208 0,479
Pseudomonadales 204 0,470
Thermotogaceae 204 0,470
Rhodospirillaceae 201 0,463
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Tiir Dizi Sayisi Yiizde
Synergistaceae 187 0,431
Thermoanaerobacteraceae 172 0,396
Thermoanaerobacterales 165 0,380
Brevundimonas diminuta 160 0,368
Clostridiales 156 0,359
Anaerolineae 153 0,352
Derxia spp. 152 0,350
Pseudomonas stutzeri 151 0,348
Porphyromonadaceae 150 0,345
Coprothermobacter spp. 145 0,334
Anaerolineales 140 0,322
Syntrophobacterales 119 0,274
Pseudoxanthomonas mexicana 116 0,267
Geobacteraceae 115 0,265
Rhodobacteraceae 112 0,258
Delftia 111 0,256
Syntrophus sp. 110 0,253
Geobacter spp. 107 0,246
Hyphomicrobium spp. 107 0,246
Candidatus_solibacter 107 0,246
Hyphomicrobiaceae 103 0,237
Geobacter 95 0,219
Syntrophus 92 0,212
Rhodobacter spp. 90 0,207
Tm6 (candidate division) tm6 (candidate division) 87 0,200
Bellilinea caldifistulae 87 0,200
Thauera selenatis 84 0,193
Burkholderiales 82 0,189
Anaerolinea spp. 82 0,189
Acidovorax spp. 80 0,184
Smithella 78 0,180
Anaerolineaceae 78 0,180
Pannonibacter spp. 78 0,180
Anaerofustis spp. 77 0,177
Phyllobacteriaceae 77 0,177
Syntrophus spp. 77 0,177
Pleomorphomonas spp. 72 0,166
nkb19 (candidate division) 72 0,166
Thermodesulfobiaceae 69 0,159
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Tiir Dizi Sayisi Yiizde
Thermotogales 68 0,157
Ruminococcaceae 65 0,150
Pseudomonadaceae 64 0,147
Proteiniphilum spp. 63 0,145
Stenotrophomonas acidaminiphila 61 0,140
Bradyrhizobium elkanii 59 0,136
Betaproteobacteria 59 0,136
Syntrophomonadaceae 58 0,134
Christensenellaceae 56 0,129
Pseudomonas spp. 55 0,127
Clostridiaceae 53 0,122
Bradyrhizobiaceae 53 0,122
Spirochaetaceae 52 0,120
Methyloversatilis spp. 51 0,117
Simplicispira spp. 50 0,115
Bradyrhizobium spp. 48 0,111
Kosmotoga 46 0,106
Desulfovibrio 45 0,104
Thauera phenylacetica 44 0,101
Rhodocyclales 42 0,097
Azoarcus 40 0,092
Anaerolinea 40 0,092
Caulobacteraceae 40 0,092
Thauera spp. 39 0,090
Desulfovibrio alcoholovorans 39 0,090
Simplicispira 38 0,087
Methylotenera spp. 38 0,087
Desulfovibrio spp. 37 0,085
Synergistales 36 0,083
Alcanivoracaceae 35 0,081
Desulfobacterales 33 0,076
Syntrophobacter sulfatereducens 33 0,076
Fastidiosipila spp. 32 0,074
Dechloromonas spp. 32 0,074
Pedomicrobium spp. 31 0,071
Anaerostipes spp. 31 0,071
Colwellia spp. 30 0,069
Caldicoprobacter 29 0,067
Actinomycetales 29 0,067
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Tiir Dizi Sayisi Yiizde
Colwelliaceae 29 0,067
op9 (candidate division) op9 (candidate division) 28 0,064
Ruminococcus spp. 27 0,062
Longilinea 27 0,062
Paludibacter spp. 26 0,060
Xanthobacter spp. 26 0,060
Euzebyales 26 0,060
Bordetella hinzii 26 0,060
Syntrophomonas spp. 25 0,058
Sulfuricurvum kujiense 25 0,058
Candidatus_solibacter spp. 24 0,055
Desulfomicrobium escambiense 23 0,053
Variovorax paradoxus 23 0,053
Sphingomonadaceae 23 0,053
Syntrophomonas 22 0,051
Rhodopseudomonas 21 0,048
Alcaligenaceae 20 0,046
Candidatus_cloacamonas 20 0,046
Dysgonomonas spp. 20 0,046
Mycoplana peli 19 0,044
Leptolinea spp. 19 0,044
Pseudomonas 18 0,041
Clostridium spp. 18 0,041
ncl0 (candidate division) ncl0 (candidate division) 18 0,041
op8 (candidate division) op8 (candidate division) 18 0,041
Bacillus spp. 16 0,037
Bosea thiooxidans 16 0,037
Methylocystis spp. 16 0,037
Raoultella planticola 16 0,037
tm6 (candidate division) 15 0,035
Lachnospiraceae 15 0,035
Bartonellaceae 14 0,032
Metyhlovirgula spp. 14 0,032
Novispirillum 14 0,032
Holosporaceae 14 0,032
ncl0 (candidate division) 13 0,030
Acidobacteriales 13 0,030
Klebsiella variicola 13 0,030
Coxiella spp. 13 0,030
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Tiir Dizi Sayis1 Yiizde
Caldilineales 12 0,028
Clostridium disporicum 12 0,028
Erysipelotrichaceae 12 0,028
Azoarcus spp. 12 0,028
Rickettsiaceae 12 0,028
Aeromonas spp. 12 0,028
Desulfuromonadaceae 12 0,028
Cellulomonas denverensis 12 0,028
brcl (candidate division) 12 0,028
Dermatophilaceae 11 0,025
Rhodoplanes spp. 11 0,025
Rhodovulum spp. 11 0,025
Nitriliruptorales 11 0,025
Achromobacter spp. 11 0,025
Lysobacter spp. 11 0,025
Pelobacteraceae 11 0,025
Dehalococcoidia 10 0,023
Phaeospirillum fulvum 10 0,023
Xanthomonadaceae 10 0,023
Colwellia 10 0,023
Alkaliphilus 10 0,023
Devosia spp. 10 0,023
Desulfomicrobium 9 0,021
Rhodobacterales 9 0,021
Variovorax 9 0,021
Rhodospirillales 9 0,021
Fibrobacteraceae 9 0,021
Mesorhizobium spp. 9 0,021
Eubacterium limosum 9 0,021
Spirochaetales 9 0,021
Alicycliphilus spp. 8 0,018
Rhodobacter maris 8 0,018
Alteromonadales 8 0,018
Phenylobacterium spp. 8 0,018
Acidovorax 8 0,018
Deltaproteobacteria 8 0,018
Myxococcales 8 0,018
Nitrobacter 8 0,018
Ochrobactrum 8 0,018
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Tiir Dizi Sayisi Yiizde
Nitrosococcus spp. 8 0,018
Candidatus_thiobios 8 0,018
Lactococcus spp. 8 0,018
Coprothermobacter 8 0,018
Parabacteroides spp. 8 0,018
Pomatiopsidae 8 0,018
Halothiobacillaceae 8 0,018
Phascolarctobacterium spp. 7 0,016
Nitrobacter spp. 7 0,016
Stenotrophomonas maltophilia 7 0,016
Comamonas denitrificans 7 0,016
Actinobacteria 7 0,016
Pseudofulvimonas spp. 7 0,016
Sphingomonadales 7 0,016
Desulfuromonadales 7 0,016
Tepidimonas 7 0,016
Yersinia pseudotuberculosis 7 0,016
fgnavibacterium 7 0,016
Dysgonomonas sp. 7 0,016
Desulfovibrionaceae 7 0,016
Proteiniclasticum spp. 6 0,014
op9 (candidate division) 6 0,014
Hyphomicrobium 6 0,014
Anaerofilum spp. 6 0,014
Zoogloea ramigera 6 0,014
Phycisphaerales 6 0,014
Comamonas odontotermitis 6 0,014
Agquamicrobium spp. 6 0,014
Flavobacteriaceae 6 0,014
Clostridia 6 0,014
Caldicoprobacteraceae 6 0,014
Leptothrix spp. 6 0,014
Dermatophilus 6 0,014
Desulfobulbaceae 6 0,014
Zoogloea 5 0,012
Thiobacillus 5 0,012
Clostridium 5 0,012
Agromyces mediolanus 5 0,012
Planctomycetaceae 5 0,012
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Tiir Dizi Sayisi Yiizde
Pedomicrobium 5 0,012
Clostridium crotonatovorans 5 0,012
Candidatus_desulforudis 5 0,012
Hyphomicrobium facile 5 0,012
Yersinia rohdei 5 0,012
Desulfurivibrio spp. 5 0,012
Propionivibrio spp. 5 0,012
Insecta 5 0,012
Skermanella 5 0,012
Paludibacter 5 0,012
Tamiaceae 5 0,012
Comamonas 5 0,012
Lactobacillales 5 0,012
Acidimicrobiales 4 0,009
Rhizobiales 4 0,009
Acidithiobacillus 4 0,009
Pseudoramibacter alactolyticus 4 0,009
Candidatus_captivus 4 0,009
Rubrobacterales 4 0,009
Flavonifractor 4 0,009
Thauera chlorobenzoica 4 0,009
Shinella 4 0,009
Bacteroidales 4 0,009
Elusimicrobiales 4 0,009
Shinella zoogloeoides 4 0,009
Sphingobacteriaceae 4 0,009
Rhodobacter 4 0,009
Azospira 4 0,009
Clostridium intestinale 4 0,009
Ralstonia solanacearum 4 0,009
Ottowia 4 0,009
Clostridiales family xiii. Incertae sedis 3 0,007
ksbl (candidate division) ksbl (candidate division) 3 0,007
Kofleriaceae 3 0,007
Ferritrophicaceae 3 0,007
Thermodesulfobacteriales 3 0,007
Buttiauxella noackiae 3 0,007
Brevundimonas vesicularis 3 0,007
Rhizobiaceae 3 0,007
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Tiir Dizi Sayisi Yiizde
Alkalibacter spp. 3 0,007
Arcobacter spp. 3 0,007
Aquabacterium spp. 3 0,007
Clostridium tunisiense 3 0,007
Microbacterium aurum 3 0,007
Nitrospirales 3 0,007
Dietzia natronolimnaea 3 0,007
Anaerofustis 3 0,007
Bellilinea 3 0,007
Selenomonadales 3 0,007
Gammaproteobacteria 3 0,007
Sphingobium amiense 3 0,007
Mycobacterium spp. 3 0,007
Thiomonas intermedia 3 0,007
Methylomonas spp. 3 0,007
Desulfobulbus spp. 3 0,007
Brooklawnia cerclae 3 0,007
Lachnoclostridium clostridium celerecrescens 3 0,007
Bacillidae 3 0,007
Clostridium saccharoperbutylacetonicum 3 0,007
Brocadiaceae 3 0,007
Flavobacteriales 3 0,007
Propionicimonas paludicola 2 0,005
Cytophagia 2 0,005
Fibrobacterales 2 0,005
Streptomyces scabrisporus 2 0,005
Prevotella spp. 2 0,005
Desulfovibrio mexicanus 2 0,005
Paracoccus spp. 2 0,005
Oceanospirillales 2 0,005
Christensenella 2 0,005
Nitrosococcus 2 0,005
Erysipelotrichales 2 0,005
Thermomonas spp. 2 0,005
Escherichia coli 2 0,005
Hydrogenoanaerobacterium spp. 2 0,005
Levilinea saccharolytica 2 0,005
Bacteroidaceae 2 0,005
Brachymonas denitrificans 2 0,005
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Tiir Dizi Sayisi Yiizde
Thermovirga spp. 2 0,005
Pseudomonas veronii 2 0,005
Coriobacteriaceae 2 0,005
Aquicella spp. 2 0,005
Sporobacter spp. 2 0,005
Desulfomicrobiaceae 2 0,005
Spirochaeta spp. 2 0,005
Bacillales 2 0,005
Acidovorax caeni 2 0,005
Rhizobium 2 0,005
Papillibacter 2 0,005
Uruburuella spp. 2 0,005
Gelria 2 0,005
Chromatiaceae 2 0,005
Eubacteriaceae 2 0,005
Fastidiosipila 1 0,002
Propionibacterium acnes 1 0,002
Rhodocyclus tenuis 1 0,002
Bdellovibrionales 1 0,002
Comamonas spp. 1 0,002
Blautia 1 0,002
Erysipelatoclostridium clostridium ramosum 1 0,002
Proteiniphilum 1 0,002
Thiobacillus spp. 1 0,002
Acinetobacter towneri 1 0,002
Yersinia 1 0,002
Ancalomicrobium 1 0,002
Geobacter lovleyi 1 0,002
Cytophagaceae 1 0,002
Methylobacterium 1 0,002
Saccharospirillaceae 1 0,002
Azospira spp. 1 0,002
Cytophagales 1 0,002
nkb19 (candidate division) nkb19 (candidate division) 1 0,002
Christensenella spp. 1 0,002
Puniceicoccales 1 0,002
Chromobacteriaceae 1 0,002
Prevotella 1 0,002
Cystobacterineae 1 0,002
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Tiir Dizi Sayisi Yiizde
Janthinobacterium lividum 1 0,002
Acinetobacter johnsonii 1 0,002
Acidobacteriaceae 1 0,002
Aeromonas veronii 1 0,002
Oxalobacteraceae 1 0,002
Bacteroidia 1 0,002
Sphingobacteriales 1 0,002
Propionibacteriaceae 1 0,002
Spirochaeta 1 0,002
Kaistobacter spp. 1 0,002
Sphingopyxis spp. 1 0,002
Cetobacterium 1 0,002
Cizelge 4.23 Arke NGS analizi sonuglari

Tiir Dizi Sayis1 Yiizde
Methanosaeta concilii 140389 87,211
Methanosaeta spp. 7295 4,532
Methanosaeta 3736 2,321
Methanospirillum hungatei 3540 2,199
Methanosphaerula palustris 2925 1,817
Methanosarcina barkeri 957 0,594
Methanospirillum spp. 377 0,234
Family unspecified 364 0,226
Methanosaetaceae 346 0,215
Methanomicrobiales 270 0,168
Methanosphaerula 214 0,133
Methanomicrobia 179 0,111
Methanosarcinaceae 138 0,086
Methanoculleus spp. 100 0,062
Tiir Dizi Sayis1 Yiizde
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Methanospirillum 30 0,019
Methanospirillaceae 28 0,017
Methanomicrobiaceae 20 0,012
Thermoproteales 19 0,012
Methanoculleus 13 0,008
Methanosarcinaceae spp. 8 0,005
Methanosarcina 8 0,005
Methanomethylovorans spp. 8 0,005
Methanosarcinales 5 0,003
Methanosarcina spp. 4 0,002
Candidatus methanoregula 2 0,001
Thermoprotei 1 0,001

NGS sonuglari incelendiginde ¢alismada kullanilan anaerobik ¢amurda bakteri
domaininden 347 farkli tiriin varligi tespit edilmistir. Bulunma yiizdelerine
bakildiginda ise %19,5 ile Syntrophobacter spp., %19,3 op8 (candidate division) ve
%16,5 ile Delftia lacustris en fazla bulunan tiir olarak ortaya ¢ikmistir. Arke domaini
acisindan incelendiginde ise 26 farkh tiir tespit edilmistir. %87’lik bulunma oraniyla

metanojenlerden Methanosaeta concilii ilk siradadir.
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5 TARTISMA VE SONUCLAR

Giliniimilizde niifus artisina bagli olarak yerlesim alanlarindan, konutlardan ve
sanayi tesislerinden kaynaklanan kati, sivi ve gaz formlardaki atiklar, dogal dengeyi
bozan ve insan yasamini tehdit eden boyutlara ulasmistir. Gilin gectikge biiyiiyen ve
dogal yasam igin risk tastyan ¢evre kirliliginin 6nlenmesi i¢in bu atiklarin kontrol altina

alinmasi gerekmektedir.

Her gegen giin ilag tiikketiminin artmasi ile ilag endiistrisi biiyiik bir ekonomik
potansiyel olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ilaglarin, ilag iiretim asamasinda kullanilan
veya sentezlerde yan liriin olarak elde edilen birtakim kimyasallarin atik olarak alici

ortamlara verilmesi ¢evrede zararli etkilere yol agmaktadir (Larsson et al., 2007).

Antibiyotikler tiim diinyada en c¢ok kullanilan ilaglar arasinda ilk siralarda yer
almaktadir.  Giliniimiizde insan ve hayvan sagligi, gida sektdriinde, besinlerin
korunmasi, balikk gibi sucul canlilarin sagligt ve gelisimi, hastanelerde, ilag
endiistrisinde ve bilimsel arastirma faaliyetleri i¢cin yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Ancak bilingsiz ve gereksiz antibiyotik kullanimi sonucunda hem cevresel sorunlar,
hem de besin zinciri yoluyla canlilarda 6zellikle insanlarda saglik problemleri meydana
gelmektedir. Antibiyotikler, ekolojik donglide uzun zaman bozunmadan topraga, su
kaynaklarina ve dolayisiyla canliya kadar ulasabilmektedir. Yapilan calismalarda ¢ok
kiigiik derisim araliklarinda bile toprakta ve su kaynaklarinda antibiyotik kalintilarina
rastlanmistir. Bu ylizden son yillarda antibiyotik kirliligi giderimi iizerine ¢aligmalar

yapilmaya baglanmaigtir.

Yiiksek organik yiike sahip olan antibiyotik atiksularinin alic1 ortama verilmeden
once kesinlikle aritilmalart gerekmektedir. Endiistriyel ve cesitli faaliyetlerden
kaynaklanan kirleticilerin giderilmesinde aerobik, anaerobik ve ileri aritim yontemleri
kullanilmaktadir. Tibbi kimyasallarin aritilmasi amaciyla kullanilan ileri aritma
teknolojileri ozonlama, ultrafiltrasyon, ters osmoz gibi yiiksek basingli membran

sistemleri gibi fiziksel ve kimyasal stireglerdir.
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Anaerobik aritma sistemleri, biyolojik ¢amurlarin aritiminda yaygin olarak
kullanildigr gibi, giiniimiizde ¢esitli endiistriyel atiksularin aritiminda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Aerobik proseslerle karsilastirildiginda sistemin isletilmesinde
Ozellikle daha az enerjiye ihtiya¢ duyulmasi, liretilen metan gazinin ekonomik degere
sahip olmasi, daha az ¢amur iiretmesi ve niitrient ihtiyact duymalarindan dolay bu sis-

temlerin kullanilmasi cazip hale gelmektedir.

Bu ¢alismada, ila¢ sektoriinde en ¢ok kullanilan grup olan antibiyotiklerin ¢evreye
yayilmasi ile olusabilecek atik sularin anaerobik sistemlerde aritilabilirliklerini ortaya
koyarak bu tip atik sular1 olusturan isletmelere alternatif aritim yontemleri sunmak ve
aritimda aktif rol alan mikroorganizmalarin tespiti ile atik suya spesifik inokulum
olusturmak hedeflenmistir. Calisma kapsaminda laboratuvar ortaminda farkl
antibiyotik gruplar1 ile hazirlanan sentetik atik sularin ilk olarak kesikli anaerobik
reaktorde aritim potansiyelleri belirlenmistir.  Kesikli c¢alismalardan elde edilen
optimum veriler ve en iyi giderim saglanan antibiyotik gruplart siirekli anaerobik
sisteme gecilmesinde 6n basamak olmustur. Siirekli reaktor ile yapilan ¢aligmalarda
anaerobik YADYR reaktorde biyolojik yolla KOI giderimi verimi &ncelikli olarak
dikkate alinmistir. Bununla birlikte aritim sonunda aritim veriminin en yiiksek oldugu
kosullarda alinan camur Orneklerindeki mikrobiyal cesitlilik NGS ile belirlenmistir.

Boylece en iyi kosullarda aktif olan mikroorganizmalar cesitleri tespit edilebilmistir.

Anaerobik kesikli ve siirekli reaktor siireci

Anaerobik kesikli reaktor ¢aligmalar1 deneysel tasarim sonuglarina gore;
eritromisin antibiyotigi ile hazirlanan deney setinde baslangic KOI oram1 50 mg/L
oldugunda en iyi KOI giderimi (%88,81) bulunmustur. Vankomisin ve amfoterisin b
igeren atiksularda ise 25 mg/L KOI konsantrasyonunda ve kosubstrat olarak ABP
kullanildiginda sirasiyla %85,88 ve %99,30 KOI giderimi elde edilmistir. Uglii
etkilesim agisindan Kkarsilastirma yapildiginda ise antibiyotik konsantrasyonu ve
antibiyotik cesidi ve kosubstrat cesidinin KOI giderimi iizerine etkili oldugu

belirlenmistir.
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Flukonazol, tetrasiklin, sefomezin antibiyotikleri ile ayr1 ayr1 hazirlanmig sentetik
atiksularin  kesikli ¢aligmalarinda; flukonozol antibiyotigi ile yapilan calismada
baslangig KOI oran1 25 mg/L oldugunda ve kosubstrat olarak ABP kullanildiginda en
iyi KOI giderimi (%98,87) bunulurken, sefomezin ile hazirlanmis ve baslangic KOI
oran1 75 mg/L sentetik atik suda ve kosubstrat olarak ABP kullanildiginda %96,84 KOI
giderimi elde edilmistir. Tetrasiklin antibiyotigi ile yapilan ¢aligmada ise 25 mg/L’lik
baslangi¢ konsantrasyonunda ve propiyonik asitli ortamda %93,73’liikk KOI giderimi
goriilmiistiir. Amfoterisin b ve flukonozol antibiyotikleri sitoplazma membran
permeabilitesini bozan antibiyotikler olduklar1 i¢in kesikli siirecte en iyi giderim
amfoterisin b’de saglandigindan siirekli reaktor ¢aligmalarinda amfoterisin b tercih
edilmistir. Sefamezin antibiyotiginde de yiliksek konsantrasyonda iyi giderim elde

edildigi icin siirekli reaktor siirecinde kullanilmastir.

Kanamisin antibiyotigi ile hazirlanmis sentetik atiksuda 50 mg/L’lik antibiyotik
konsantrasyonda, glukoz kullanildiginda %92,66 KOI giderimi elde edilmistir.

Kesikli reaktor istatistik sonuglarina gore en iyi giderim saglanan amfoterisin b,
sefamezin ve kanamisin antibiyotikleri kullanilarak kurulan deney setinde 25 mg/L’lik
konsantrasyonda, ABP kullamldiginda %86,59’luk KOI giderimi elde edilmis ve siirekli

reaktor ¢aligmalarinda bu 3 antibiyotik ve kosubstrat olarak ABP kullanilmistir.

Anaerobik aritimin verimli ve ekonomik olabilmesi i¢in yapilan kesikli reaktor
denemelerinde belirlenen en uygun kosullar esas alinarak siirekli reaktdr isletilmeye
baglanmistir. Reaktdrde 173 giin boyunca KOI giderimi basta olmak iizere Cizelge
4.16°de belirtilen parametreler takip edilmistir.

Bu siire¢ sirasinda giris parametreleri olan KOI ve OYO degistirilerek aritim
veriminin en yiiksek oldugu kosullara ulasilmaya c¢alisilmistir.  Siirekli anaerobik
reaktordeki anaerobik camur nisasta igeren besleme soliisyonuyla beslenerek, anaerobik
konsorsiyumun aktif hale gelmesi saglanmistir.  Aktivasyondan sonra 10 mg/L
antibiyotik konsantrasyonundan baslayarak, her asamada %10 arttirilarak 100 mg/L

atik su konsantrasyonuna kadar ¢ikilmistir. Calisma siiresince HAS 96 saatte sabit
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tutulmustur. 173 giinliik calismada organik yiikleme giinde 0,55-0,77 g KOI 1™ arasinda
olup KOI giderimi %95,26-98,22 arasinda degismistir. Literatiir incelendiginde de
farkli antibiyotik gruplarinin anaerobik aritimi ile ilgili ¢alismalar gorilmektedir.
Celebi ve ark (2008) yaptiklari ¢alismada 50 mg/L amoksisilin, oksitetrasiklin, tilosin
ve eritromisinin ayr1 olarak Anaerobik Cok Kademeli Yatak reaktor (ACKYR) sistemde
anaerobik aritilabilirliklerini incelemisler. Oksitetrasiklin, tilosin, eritromisin ve
amoksisilin igeren reaktorlerde amoksisilin i¢in giderim verimi %76 bulmuslardir. 30.
giiniin sonunda maksimum KOI giderim verimleri sirasiyla %87, %83, %86 ve %83
olarak saptamislar. Farkli bir arastirmada tilosin ve eritromisin antibiyotiklerinin
Anaerobik Cok Kademeli Yatak Reaktor (ACKYR) ve takiben Aerobik Siirekli
Karistirmali Tank Reaktér (SKTR) sisteminde aritilabilirliklerini arastirmiglar. Calisma
sonucunda artan konsantrasyonlarda (50,100,150,200,250 mg/L) reaktore verilen tilosin
ve eritromisinin KOI giderim verimleri, ACKYR'de eritromisin igin %70-100 ve tilosin
icin ise %80-95 olarak bulmuslar. Ardisik anacrobik/aerobik reaktdr sisteminde tiim
tilosin ve eritromisin konsantrasyonlarnda yaklasik %95 KOI ve %100 antibiyotik

giderim verimleri elde etmislerdir (Celebi ve Sponza, 2009).

Zhigiang Chen ve ark (2010) tarafindan yapilan g¢alismada, 6 - APA ve
amoksisilin gibi sentetik ila¢ atiksularmin 12,57-21,02 kg m3 araligindaki yiiksek
yikleme hizinda ve 5,57-8,26 araligindaki pH kosullarinda anaerobik aritimi
incelemigler. Yukar1 akigh ¢amur yatak reaktorde 6 — APA i¢in % 52,2 amoksisilinde
ise % 26,3 KOI giderimi saglamislardur.

Anaerobik aritimin kararlilig1 hakkinda bilgi edinmemizi saglayan pH, alkalinite
ve ucgucu yag asit degisimi caligma siiresince takip edilmistir. pH degerleri
incelendiginde reaktdrde uygulanan tim OYO degisimlerinde pH 8,2 ile 8,9 arasinda
degismistir. Cikis pH’indaki bu yiikselme kullandigimiz amfoterisin b ve sefamezin
antibiyotiklerinin yapisinda OH gruplarmin bulunmasina baglanabilir. Parcalanma
sonucu bu gruplar serbest kalmakta pH’1 bir miktar yiikseltebilmektedir. Bu artis
bikarbonat tamponlanmasiyla sabitlenmeye calisilmistir. Bu yiizden, diisiik alkaliniteye

sahip sentetik atiksuya 3 g I'* NaHCOj ilave edilmistir. Tamponlama iglemi, reaktorde
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metanojenlerin en iyi gelistigi pH araligin1 korumaktadir. Yiiksek pH degerleri ve

tamponlama kapasitesi reaktoriin asitlenmesine kars1 bir garantidir.

Stire¢ kararliginin takibinde kullanilan UY A/Alkalinite oranlarinin 0,4’den kiigiik
olmasi reaktoriin kararli, 0,4-0,8 arasinda olmasi kismen kararli, 0,8’den biiyiik olmasi
ise kararsiz oldugunu gostermektedir (Behling et al., 1997). Cikis suyunun
UYA/Alkalinite oraninin artmasi reaktdrde asit lireten bakterilerin daha aktif hale
geldigini isaret eder. Calismamizda anaerobik reaktorde toplam ugucu yag asit derisimi
asetik asit cinsinden 37-52 mg L " arasinda degismistir (Cizelge 4.20). Tiim anaerobik
aritim siirecinde UY A/Alkalinite degeri 0,029-0,049 arasinda degismistir. Bu degerler

tiim deney siiresinde reaktdriin kararli oldugunun gostergesidir.

Farkli sanayi kuruluslarina ait atik sularin biyolojik aritimi sonrasinda elde
edilen ¢ikis suyunun alict ortamlara desarjinda organik madde giderimi yami sira
toksisite de onemli bir parametredir. Bu ¢alismada organik madde giderimi agisindan
aritim1 gerceklestirilen ii¢ farkli antibiyotik grubunu igeren sentetik atiksuyun giris ve
anaerobik aritim sonrasi ¢ikis toksisite degerleri de arastirllmistir (Cizelge 4.21).
Calismada en yiiksek konsantrasyon (100 mg/L) olarak denenen sentetik atiksuyun
baslangi¢ toksisite degeri ortalama olarak ECsp = 10+0,2 ile 1140,2 mg/L bulunmustur.
Alict ortama direkt olarak verildiginde toksik etki gosterecek olan bu atiksuyun
anaerobik aritim sonrasinda ise toksisitesinin kalmadigi belirlenmistir.  Yuanji ve ark
(2013) anaerobik aritimda etkili olan mikrobiyal topluluklar i¢in antibiyotik igeren ilag
atiksularmin toksisite degerlerini belirlemislerdir. 15 dakikada ECsy degerleri
amoksilin, kanamisin, lincomisin ve ciprofloxacin antibiyotikleri i¢in sirasiyla 3,99 ,
5,11, 4,32 ve 5,63 g L™ olarak bulumuslar.

Anaerobik reaktordeki mikrobiyal konsorsiyumun belirlenmesi ve takibi

Endiistriyel atik sularin anaerobik aritim siirecindeki mikrobiyal konsonsiyumun
belirlenmesine yonelik c¢alismalarda mikroorganizmalarin kiiltiire edilme zorluklar
nedeniyle klonlama, HRM, FISH, Real Time PCR, T-RFLP, DGGE, NGS gibi

molekiiler tabanli tekniklerin kullanimi tercih edilmekte ve basarili sonuclar elde
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edilmektedir ( Casserly Casserly and Erijman, 2003; Sanz and Kdochling, 2007; Talbot
et al., 2008). Bu ¢alisgmada da antibiyotik i¢eren sentetik atiksuyun anaerobik aritim
siirecinde rol oynayan mikrobiyal konsorsiyumun belirlenmesinde NGS analizi

kullanilmustir.

NGS sonuglari incelendiginde ¢alismada kullanilan anaerobik ¢amurda bakteri
domaininden 347 farkli tiirtin varlig1r tespit edilmistir. Bulunma yiizdelerine
bakildiginda Syntrophobacter spp. (%19,5) en fazla bulunan tiirdiir. Syntrophobacter
propiyonati okside eder ve asetat, CO,, H, iiretir (Madigan and Martinko, 2010).
Sintrofik bir bakteri olan Syntrophobacter’in, yukarida verilen son {iriinleri
metanojenlerin anaerobik mekanizmasinda kullanilan 6nemli substratlarn olusturur.
Reaktorde belirlenen diger bir bakteri op8 (candidate division) (%19.37)’dir. OP8
hentiiz kiiltiire edilmemis, ilk kez Yellowstone Obsidian havuzunda tespit edilmis bir
bakteridir (Hugenholtz et al., 1998; Lopez-Garcia et al., 2002). Daha sonra bu bakteriye
termofilik olmayan sucul c¢evrelerde ve Cariaco havzasmnin anoksik sularinda
rastlandig1 bildirilmistir (Dojka et al., 1998; Madrid et al., 2001). Fizyolojileri hakkinda
heniiz bir kesinlik yoktur (Dhillon et al., 2003). Reaktorde bulunan bir diger tiir ise
Delftia lacustris (% 16.5) olarak ortaya ¢ikmustir. Delftia lacustris Danimarka’da
mesotrofik gdl suyundan izole edilmistir. Cesitli monosakkarit, disakkaritler, amino
asitler ve organik asit kullanirlar (Niels et al., 2009). Bir baska bakteri ise Mor
nonsulfur fotosentetik bakteri Rhodopseudomanos palustris’dir. Rhodopseudomanos
palustris anaerobik kosullarda biiylime igin g¢esitli aromatik bilesikleri (fenolik,
aromatik asitler, aromatik aldehit ve hidro asitler) kullanir (Harwood and
Gibson,1988).

Arke domaini agisindan incelendiginde ise 26 farkli tiir tespit edilmistir.
Methanosaeta concilii %87’lik bulunma oraniyla reaktérdeki en baskin tiirdiir.
Anaerobik reaktorlerde Methanosaeta’nin diger metanojenlere gore sayisal iistinligii
daha 6nce de rapor edilmistir (Angenent et al., 2004b). Bu sayisal iistiinliigiin en biiyiik
nedeni Methanosaeta’nin asetat iizerindeki yar1 doygunluk sabiti (Ks)’in
Methanosarcina’ya nazaran ¢ok diisiik olmasidir (Stams et al., 2003). Karbon giderim

verimi yiiksek olan siirekli biyoreaktorlerde KOI, dolayisiyla asetat konsantrasyonu ¢ok
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diisiik olmaktadir. Diisiik asetat konsantrasyonlar1 nedeni ile Methanosaeta maksimum
bliyime hizina diger arke tiirlerinden ¢ok daha kisa siirede wulagmaktadir.
Methanosaeta’nin graniilasyonu arttirarak kararli reaktér performansina neden oldugu
bildirilmistir (MacLeod et al., 1990). Giiniimiize kadar tanimlanan metan iireten
arkelerden sadece Methanosaeta ve Methanosarcina cinslerinin asetat: substrat olarak
kullanabildigi bilinmektedir (Zinder, 1993). Calismamizda Methanosarcina barkeri
(0,594) reaktorde diisiik oranda da olsa bulunmaktadir. Shreeshivadasan Chelliapan ve
ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, ilag sanayi atiksularinin anaerobik aritiminda
etkin olan mikrobiyal kommunite aragtirmiglardir. Tim organik yiiklemelerde
bakterilerden baskin olan cins Desulfovibrio (%8-36) olarak, arkelerden ise diisiik
organik yiiklemede Methanosaeta, yiiksek organik yiiklemede Methanosarcina nin

baskin cins oldugunu belirlenmislerdir.

Sonu¢ olarak, bu calismada ilag kullaniminda ilk siralarda yer alan
antibiyotiklerin kesikli ve siirekli reaktorlerde anaerobik aritim verimleri ve aritimda
etkin olan konsorsiyum ortaya ¢ikarilmistir. Tabiki oncelikle ¢cevrenin ilag¢ kalintilaryla
kirlenmesinin 6nlenmesi igin ilag¢ iiretiminin ve tiiketiminin kontrolii sarttir. Ilag
tiretiminde optimizasyon, madde cesitliliginde azalma, pargalanmayan maddelerin
yasaklanmas1 veya kisitlanmasi, atik miktarlarinin azaltilmas: ve optimum depolama,
alinmasi1 gereken Onlemler arasindadir. Ayrica ilag kullaniminin azaltilmasi amaciyla
insanlara bilinglendirme egitimleri de verilmelidir. Boylelikle ¢evreye birakilan ilag
miktar1 azaltilabilir. Kaynakta ve tiiketicide alinabilecek bu Onlemlerden sonra atiksu
aritimi da iyilestirilmeli ve mevcut sistemlerden daha ileri aritma sistemleri ile

calisiilmalidir.

Calismada antibiyotik igeren sentetik atik sularin  aritiminin  ardisik
anaerobik/aerobik yontemlere gerek duyulmaksizin sadece anaerobik yontemlerle
gerceklestirilebilecegi ve desarj standartlarini saglayabilecegi belirlenmistir. Tabiki bu
sonuca ulasmamizda siirekli reaktor caligmalar1 6ncesinde farkli antibiyotik gruplariyla
denenen kesikli raktor sonuglart etkin olmustur. Ayrica atik suyun kimyasal
bilesenlerine bagli olarak aritimda rol alan mikrobiyal konsorsiyum {iyelerininde

farklilik gosterecegi de dikkat cekmistir. Comoglu (2014) tarafindan ilag sanayi



99

atiksuyu ile yapilan ¢alismada bakteri tiirlerinden op8 (candidate division )ve arkelerden
Methanobacterium formicicum tiirleri baskin iken, antibiyotik gruplari ile yaptigimiz bu
calismada ise farkli olarak bakteri tiirlerinden Syntrophobacter spp, arkelerden ise .
Methanosaeta spp daha baskin oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak farkli
sanayi atik sularinin anaerobik aritiminda atik suya 6zgli inokulumlarin kullanimi,
yiiksek aritim verimi ve zaman tasarufu saglayacagi soylenebilir. Atik suya 0zgi
inokulum kullanilmas1 reaktoriin hidrolik alikonma siiresinin azaltilmasini miimkiin

kilacaktadir. Bu da enerji ve zaman tasarrufu saglayacaktir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgular dogrultusunda, atik su aritim
uygulamalarinda; antibiyotik kalintilarini igeren atiksularin aritimiminda kullanilacak
biyoreaktorleri baslatmak igin bakterilerden Syntrophobacter spp ve arkelerden
Methanosaeta spp.'nin baskin oldugu ¢amurlarla uygulamaya baslanabilir ve reaktor
isletmeye alindiktan sonra reaktdriin stabilitisi, bu mikroorganizmalarin ¢amurdaki

rolatif miktar1 dl¢iilerek izlenebilir.
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