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R’nin (metan tiretim hiz1) model tahminleri

Graniiler ag1 gamuru igin pH’1n bir fonksiyonu olarak TANj5,
degerleri

Flokiiler a1 camuru igin pH’1in bir fonksiyonu olarak TANj5,
degerleri

Graniiler ve flokiiler a1 ¢gamurlar1 igin TAN’1n bir fonksiyonu
olarak optimum pH degerleri

Grantiler ag1 camuru pH 6,8 ve pH 7,4 i¢in pH degisimi
Graniiler as1 gamuru pH 7,8 ve pH 8,4 igin pH degigimi
Flokiiler as1 camuru pH 6,8 ve pH 7,4 i¢in pH degigimi
Flokiiler a1 camuru pH 7,8 ve pH 8,4 icin pH degisimi
Grandiler a1 ¢amuru pH 6,8 ve pH 7.4 i¢in alkalinite degisimi
Grantiler as1 gamuru pH 7,8 ve pH 8,4 i¢in alkalinite degigimi
Flokiiler as1 gamuru pH 6,8 ve pH 7.4 i¢in alkalinite degisimi
Flokiiler a1 camuru pH 7,8 ve pH 8,4 i¢in alkalinite degigimi
Flokiiler ag1 gcamuru pH 8,4 1500 mgTAN/1 i¢in deney
baglangicinda ve deney baglangicindan 184 giin sonra 6lgiilen
UYA konsantrasyonlarinin degisimi

Flokiiler as1 gamuru pH 8,4 2000 mgTAN/1 i¢in deney
baslangicinda ve deney baglangicindan 184 giin sonra &l¢iilen
UYA konsantrasyonlarinin degigimi

Flokiiler ag1 camuru pH 8,4 2500 mgTAN/1 igin deney
baglangicinda ve deney baglangicindan 184 giin sonra dlgiilen
UYA konsantrasyonlarinin degisimi

Flokiiler as1 camuru pH 8,4 3000 mgTAN/1 igin deney
baslangicinda ve deney baglangicindan 184 giin sonra dlgiilen
UYA konsantrasyonlarinin degisimi

Grantiler as1 gamuru pH 6,8 ve pH 7,4 igin COK degigimi
Graniiler ag1 camuru pH 7,8 ve pH 8,4 i¢in COK degisimi
Flokiiler ag1 camuru pH 6,8 ve pH 7,4 icin COK degisimi
Flokiiler ag1 gamuru pH 7,8 ve pH 8,4 icin COK degisimi

M. Hungatei hiicreleri ile amonyagin iki farkli etkilegimini
gOstermek i¢in One stiriilen model

Zamana kars1 biyogaz olusumu

Cargill pH 6,8 kontrol eklenik metan {iretimi ve Gompertz
modeli

Cargill pH 6,8 1000 mg/l1 TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 6,8 1500 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 6,8 2000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 6,8 2500 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 6,8 3000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,4 kontrol eklenik metan {iretimi ve Gompertz
modeli
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228
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Sekil E.8

Sekil E.9

Sekil E.10
Sekil E.11
Sekil E.12
Sekil E.13
Sekil E.14
Sekil E.15
Sekil E.16
Sekil E.17
Sekil E.18
Sekil E.19
Sekil E.20
Sekil E.21
Sekil E.22
Sekil E.23
Sekil E.24
Sekil E.25
Sekil E.26
Sekil E.27
Sekil E.28
Sekil E.29
Sekil E.30
Sekil E.31

Sekil E.32

Cargill pH 7,4 1000 mg/l TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,4 1500 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,4 2000 mg/l TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,4 2500 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,4 3000 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,8 kontrol eklenik metan tiretimi ve Gompertz
modeli

Cargill pH 7,8 1000 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,8 1500 mg/l TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,8 2000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,8 2500 mg/l TAN eklenik metan firetimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 7,8 3000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 8,4 kontrol eklenik metan iiretimi ve Gompertz
modeli

Cargill pH 8,4 1000 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 8,4 1500 mg/l TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 8,4 2000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 8,4 2500 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 8,4 3000 mg/l TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 6,8 kontrol eklenik metan tretimi ve Gompertz
modeli

Uzay Gada pH 6,8 1000 mg/l TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 6,8 1500 mg/l TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 6,8 2000 mg/l TAN eklenik metan liretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 6,8 2500 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 6,8 3000 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 7,4 kontrol eklenik metan iretimi ve Gompertz
modeli

Uzay Gida pH 7,4 1000 mg/l TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli
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Sekil E.33
Sekil E.34
Sekil E.35
Sekil E.36
Sekil E.37
Sekil E.38
Sekil E.39
Sekil E.40
Sekil E.41
Sekil E.42
Sekil E.43
Sekil E.44
Sekil E.45
- Sekil E.46
Sekil E.47
Sekil E.48

Sekil F.1
Sekil F.2
Sekil F.3
Sekil F.4
Sekil F.5
Sekil F.6
Sekil F.7
Sekil F.8
Sekil F.9
Sekil F.10
Sekil F.11
Sekil F.12
Sekil F.13
Sekil F.14
Sekil F.15
Sekil F.16
Sekil F.17
Sekil F.18

Uzay Gida pH 7,4 1500 mg/l TAN eklenik metan iiretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 7,4 2000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 7,4 2500 mg/l1 TAN eklenik metan firetimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 7,4 3000 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 7,8 kontrol eklenik metan iiretimi ve Gompertz
modeli

Uzay Gida pH 7,8 1000 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 7,8 1500 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 7,8 2000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 7,8 2500 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 7,8 3000 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 8,4 kontrol eklenik metan firetimi ve Gompertz
modeli

Uzay Gida pH 8,4 1000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 8,4 1500 mg/l TAN eklenik metan {iretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 8,4 2000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 8,4 2500 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Uzay Gida pH 8.4 3000 mg/l TAN eklenik metan tiretimi ve
Gompertz modeli

Cargill pH 6,8 kontrol — baglangic UYA degisimi

Cargill pH 6,8 kontrol — bitis UYA degigimi

Cargill pH 6,8 1000 mg/l TAN — baglangic UYA degisimi
Cargill pH 6,8 1000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi

Cargill pH 6,8 1500 mg/l TAN — baslangic UYA degisimi
Cargill pH 6,8 1500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Cargill pH 6,8 2000 mg/l TAN - baslangic UYA degisimi
Cargill pH 6,8 2000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Cargill pH 6,8 2500 mg/l TAN — basglangic UYA degisimi
Cargill pH 6,8 2500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Cargill pH 6,8 3000 mg/l TAN - baslangic UYA degisimi
Cargill pH 6,8 3000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Cargill pH 7,4 kontrol ~ baslangic UYA degisimi

Cargill pH 7,4 kontrol — bitis UYA degisimi

Cargill pH 7,4 1000 mg/l TAN — baglangic UYA degisimi
Cargill pH 7,4 1000 mg/l TAN - bitig UYA degisimi

Cargill pH 7,4 1500 mg/l TAN — baglangigc UYA degisimi
Cargill pH 7,4 1500 mg/l TAN - bitis UYA degisimi
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Sekil F.19
Sekil F.20
Sekil F.21
Sekil F.22
Sekil F.23
Sekil F.24
Sekil F.25
Sekil F.26
Sekil F.27
Sekil F.28
Sekil F.29
Sekil F.30
Sekil F.31
Sekil F.32
Sekil F.33
Sekil F.34
Sekil F.35
Sekil F.36
Sekil F.37
Sekil F.38
Sekil F.39
Sekil F.40
Sekil F.41
Sekil F.42
Sekil F.43
Sekil F.44
Sekil F.45
Sekil F.46
Sekil F.47
Sekil F.48
Sekil F.49
Sekil F.50
Sekil F.51
Sekil F.52
Sekil F.53
Sekil F.54
Sekil F.55
Sekil F.56
Sekil F.57
Sekil F.58
Sekil F.59
Sekil F.60
Sekil F.61
Sekil F.62
Sekil F.63
Sekil F.64
Sekil F.65
Sekil F.66
Sekil F.67
Sekil F.68

Cargill pH 7,4 2000 mg/l TAN — baslangic UYA degisimi
Cargill pH 7,4 2000 mg/l TAN - bitis UYA degisimi

Cargill pH 7,4 2500 mg/l TAN - baslangic UYA degisimi
Cargill pH 7.4 2500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi

Cargill pH 7,4 3000 mg/l TAN - baglangic UYA degisimi
Cargill pH 7,4 3000 mg/1 TAN - bitis UYA degigimi

Cargill pH 7,8 kontrol — baglangi¢c UYA degigimi

Cargill pH 7,8 kontrol — bitis UYA degisimi

Cargill pH 7,8 1000 mg/l TAN - baglangic UYA degisimi
Cargill pH 7,8 1000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi

Cargill pH 7,8 1500 mg/l TAN — baglangic UYA degisimi
Cargill pH 7,8 1500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi

Cargill pH 7,8 2000 mg/l TAN — baglangic UYA degisimi
Cargill pH 7,8 2000 mg/l1 TAN — bitis UYA degisimi

Cargill pH 7,8 2500 mg/l TAN — baglangigc UYA degisimi
Cargill pH 7,8 2500 mg/l TAN ~ bitis UYA degigimi

Cargill pH 7,8 3000 mg/l TAN — baglangic UYA degigimi
Cargill pH 7,8 3000 mg/l1 TAN - bitis UYA degisimi

Cargill pH 8,4 kontrol — baslangic UYA degisimi

Cargill pH 8,4 kontrol — bitis UYA degisimi

Cargill pH 8,4 1000 mg/l TAN - baslangic UYA degigimi
Cargill pH 8,4 1000 mg/l TAN - bitis UYA degisimi

Cargill pH 8,4 1500 mg/l TAN - baslangic UYA degisimi
Cargill pH 8,4 1500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi

Cargill pH 8,4 2000 mg/l TAN — baslangic UYA degisimi
Cargill pH 8,4 2000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi

Cargill pH 8,4 2500 mg/l TAN — baglangic UYA degisimi
Cargill pH 8,4 2500 mg/l TAN — bitig UYA degisimi

Cargill pH 8,4 3000 mg/l TAN — baslangig UYA degisimi
Cargill pH 8,4 3000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi

Uzay Gida pH 6,8 kontrol — baglangig UYA degisimi

Uzay Gida pH 6,8 kontrol — bitis UYA degigimi

Uzay Gida pH 6,8 1000 mg/l TAN — baslangic UYA degisimi
Uzay Gida pH 6,8 1000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 6,8 1500 mg/l TAN — baslangic UYA degisimi
Uzay Gida pH 6,8 1500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 6,8 2000 mg/l TAN — baglangig UYA degigimi
Uzay Gida pH 6,8 2000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 6,8 2500 mg/l TAN — baglangic UYA degigimi
Uzay Gida pH 6,8 2500 mg/l TAN - bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 6,8 3000 mg/l TAN - baglangic UYA degigimi
Uzay Gida pH 6,8 3000 mg/l TAN — bitis UYA degigimi
Uzay Gida pH 7,4 kontrol — baglangic UYA degisimi

Uzay Gida pH 7,4 kontrol — bitis UYA degisimi

Uzay Gida pH 7,4 1000 mg/l TAN — baslangic UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,4 1000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,4 1500 mg/l TAN — baslangic UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,4 1500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,4 2000 mg/l1 TAN — baglangic UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,4 2000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
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Sekil F.69
Sekil F.70
Sekil F.71
Sekil F.72
Sekil F.73
Sekil F.74
Sekil F.75
Sekil F.76
Sekil F.77
Sekil F.78
Sekil F.79
Sekil F.80
Sekil F.81
Sekil F.82
Sekil F.83
Sekil F.84
Sekil F.85
Sekil F.86
Sekil F.87
Sekil F.88
Sekil F.89
Sekil F.90
Sekil F.91
Sekil F.92
Sekil F.93
Sekil F.94
Sekil F.95
Sekil F.96

Uzay Gida pH 7,4 2500 mg/l TAN — baslangig UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,4 2500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,4 3000 mg/l TAN — baslangigc UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,4 3000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 kontrol — baglangigc UYA degisimi

Uzay Gida pH 7,8 kontrol — bitis UYA degisimi

Uzay Gida pH 7,8 1000 mg/l TAN — baslangi¢ UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 1000 mg/l TAN - bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 1500 mg/l TAN — baslangig¢ UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 1500 mg/1 TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 2000 mg/1 TAN — baslangic UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 2000 mg/l TAN — bitig UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 2500 mg/l TAN — baslangig UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 2500 mg/l TAN - bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 3000 mg/l TAN — baglangig UYA degisimi
Uzay Gida pH 7,8 3000 mg/l TAN - bitis UYA degigimi
Uzay Gida pH 8,4 kontrol - baslangig UYA degisimi

Uzay Gida pH 8,4 kontrol — bitis UYA degisimi

Uzay Gida pH 8,4 1000 mg/l TAN - baslangig UYA degisimi
Uzay Gida pH 8,4 1000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 8,4 1500 mg/l TAN — baslangig UYA degisimi
Uzay Gida pH 8,4 1500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 8,4 2000 mg/l TAN ~ baglangig UYA degisimi
Uzay Gida pH 8,4 2000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 8,4 2500 mg/l TAN ~ baslangig UYA degisimi
Uzay Gida pH 8,4 2500 mg/l TAN — bitis UYA degisimi
Uzay Gida pH 8,4 3000 mg/l TAN — baslangig UYA degisimi
Uzay Gida pH 8,4 3000 mg/l TAN — bitis UYA degisimi

xvil

259
259
259
259
260
260
260
260
260
260
261
261
261
261
261
261
262
262
262
262
262
262
263
263
263
263
263
263
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: Maksimum metan iiretim hizinda %50 azalmaya neden olan

Toplam Amonyak Azotu konsantrasyonu

: Sicaklik (°C veya Kelvin)

: Zaman (giin)

: Baglangi¢ zaman (giin)

: Giinliik metan tiretimi (ml metan/giin)

: Utetilen biyogaz miktar1 (ml biyogaz/giin)

: Biyogazdaki metan yiizdesi (Y%ometan/biyogaz)

: t stiresine kadar elde edilen toplam metan {iretimi (ml metan)

: Eklenik spesifik metan miktar1 (miCH4/grUAKM)
: Reaktor aktif hacmi (litre)
: Reaktorde teste tabi tutulan biyokiitle konsantrasyonu

(ertUAKM/L)

: Gecikme faz siiresi (giin)

: Eksponansiyel (1)

: Maksimum metan tiretim hizi (mlCH,/grUAKM.giin)
: Verilen bir pH ve TAN degerindeki maksimum hiz

(mICHy/grUAKM.giin)

: Metan {iiretim potansiyeli (mlCHy/grUAKM)

: Kismi aklimasyon siiresi (giin)

: Amonyum iyonunun iyonizasyon sabiti

: Inhibitor ilavesiz durum igin metan tiretim hiz1 (mg/1)

: Toplam amonyak azotunun serbest amonyak azotu fraksiyonu
: Amonyum veya serbest amonyak konsantrasyonu (mg/1)

: Reaksiyonun daha fazla devam etmedigi kritik amonyum veya

serbest amonyak konsantrasyonu (mg/1)

: Sabit
: Belirtilen bir TAN konsantrasyonunda maksimum spesifik metan

iiretim hizi (mlCHy/grUAKM . giin)

: Metanojenik aktivitenin %50 azaldif1 en diisiik ve en yiiksek pH

degerleri

: Sabitler
: Sabitler
: Korelasyon katsayisi

xvil



ANAEROBIK ARITMADA AMONYAK iNHIBiSYONU

OZET

Bu ¢aligmada anaerobik aritmada metan tiretimi {izerine pH ve amonyagin inhibisyon
etkileri, asetik, propiyonik ve biitirik asit karigiminin substrat olarak kullanildig:
(1000 mg/l KOI konsantrasyonunun %70°i asetik asit, %151 bitirik asit, %15’
propiyonik asitten kargilanmustir) 37+1 °C’de galigtirilan kesikli reaktSrlerde
incelenmistir. Deneyler, iki farkli tam Slgekli endiistriyel anaerobik reaktdrden temin
edilen asn c¢amurlarn kullamlarak yiiriitiilmtgtir. Calijmada kullamlan ag1
¢amurlarindan biri, musir islenerek gida sektdrii igin ara maddeler tireten Cargill
Orhangazi Misir Isletme Tesisindeki graniiler ¢amurlu ve yukar akigh genlesmis
anaerobik ¢amur yatafindan temin edilmistir. Flokiiler yapidaki diger as1 ¢amuru,
Uzay Gida Patates Cipsi Uretim Tesisindeki yukar akigh anaerobik ¢amur yatakli
reaktdrden alinmustir. Deneyler, dort farkli pH degerinde (6,8 - 7,4 - 7,8 - 8,4)
ylriitilmiigtiir. Her pH de@eri igin 6 farkli Toplam Amonyak Azotu (TAN)
konsantrasyonunda (262 mg/1 (kontrol), 1000, 1500, 2000, 2500, 3000) ¢alisilmugtir.
Biyokiitle tarafindan {iretilen biyogaz miktari su deplasmam teknifi kullamlarak
olgtilmistiir. Her farkli pH ve TAN konsantrasyonu igin ii¢ adet serum gigesi
kullanilmgtir. Inhibisyon deneylerinde kullanilan asi ¢amurlar deneyler dncesinde
herhangi bir kademede yiiksek amonyak azotu seviyelerine ahgtinimamugtir.

Deneylerde pH, alkalinite, TAN, AKM (Askida Kati Madde), UAKM (Ugucu
Askida Kati Madde), COK (Coéziinmis Organik Karbon), UYA (Ugucu Yag
Asitleri), biyogaz miktar1 ve biyogaz bilesimi parametreleri izlenmistir. Biyogaz
miktan deney siiresince giinde iki kez, biyogaz bilesimi deney siiresince ortalama lig
kez 6lgiiliirken, dier parametreler deney baglangici ve sonunda alinan numunelerde
Ol¢tilmiistiir.

Her iki a1 ¢amuru igin dort farklh pH ve her pH degeri igin alti farkh TAN
degerlerinde zamana kars1 gizilen biyogaz {iretim egrileri kullamlarak eklenik metan
{iretim egrileri elde edilmigtir. Eklenik metan iretim egrilerinin modellenmesi ve
bunun sonucunda metan iiretim potansiyelinin (P, miCH4/grUAKM), maksimum
metan iiretim hizinin (R, miCH,/grUAKM-giin) ve gecikme (lag) faz1 siiresinin (A,
giin) bulunmasi amaciyla modifiye edilmis Gompertz esitligi (Denklem 1)
kullamlImigtir.

M= P.exp{— exp[l—{f;—e— A-t+ l]} 1)

Burada, M eklenik metan miktarim1 (mlCHy/grUAKM), t zamam (giin) ve e
exponansiyel 1’i gostermektedir.

Degerlendirmeler sonucunda Gompertz modelinin, deneysel verilerin ¢ok biiytk bir
kismma iyi uyum gosterdigi bulunmugstur. Bununla birlikte bazi yiikksek pH ve
yiiksek TAN konsantrasyonlar1 kombinasyonlan i¢in eklenik metan {iretim verileri,



Gompertz esitligi ile temsil edilemeyen bir “baglangic horgiicii” gdstermistir. Bu
durum flokiiler as1 camurunda pH > 7,8 ve TAN 2> 1500-2000 mg/I’de goriiliirken,
graniiler as1 ¢amurunda sadece pH 8,4 ve TAN > 1000 mg/l degerlerinde
gbzlenmistir. Her iki as1 camuru i¢in, bahsedilen horgiictin gdzlendigi durumlarda
ikinci periyotta (horgii¢ sonrast) gézlenen maksimum metan {iretim hizlari, birinci
periyotta (h6rgii¢ 6ncesi) gézlenen metan firetim hizlarindan daha yiiksektir. Bununla
birlikte flokiiler ag1 gamurunda pH 8,4 ve 2000, 2500, 3000 mg/l TAN degerleri igin
alti aylik inkiibasyon siiresinden sonra dahi metan liretimi gozlenmemistir. Boyle
durumlarda, bu c¢aligmada bahsedilen “baglangic horgiicii”, deney siiresinin
tamamina yayilmis ve metanojenik aktivite hi¢ baglamamigtir.

Her iki a1 ¢amuru deneyler dncesinde amonyaga aligtirilmadig: halde gecikme faz
stireleri, caligilan tim TAN ve pH degeri kombinasyonlar1 i¢in graniiler as1
¢amurunda sifir, flokiiler as1 ¢amurunda ise iki giinden az olarak bulunmustur.
Bununla birlikte baz: yiiksek pH ve yiiksek TAN konsantrasyonlarinda metanojenik
aktivite yaklagik 1-3 ay icerisinde bitmis ve ardindan aktivite tekrar baglayarak bu
periyot sonrasinda metan iiretim hizi maksimum degerine ulagmigtir. Deneylerin bu
uzun periyot boyunca izlenmis olmasi, mikroorganizmalarin tekrar aktif hale gelme
durumlarinin da gozlenmesine imkan vermistir. Bu deneylerde gézlenen alismanin,
as1 camurlarinda zaten dominant olan metanojenik arke tliriindeki metabolik degisim
dolayisiyla veya amonyaga daha direngli yeni mikroorganizmalarin {iremesi sonucu
olabilecegi tahmin edilmektedir.

Amonyak ve amonyumun artan konsantrasyonlar: ile eksponansiyel olarak azalan
metan firetim hiz1 gdzlemlerine dayanarak amonyak/amonyum inhibisyonu i¢in basit
ve kullanigh bir eksponansiyel model 6nerilmigtir. pH’mn direkt inhibit6r etkisinin
modellenmesinde normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu kullanilmugtir.
Eksponansiyel ifade ve normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu, toplam etkiyi
yansitacak modeli olusturmak fizere basit ve kullamigh bir denklem (Denklem 2)
verecek sekilde birlestirilmistir.

(1+2x10%°PKs~pKa))
1+10QPH-PK2) | 4 PKi-PH)

R =R,exp[-(aF +b(1-F)) TAN] )

Burada Ry, inhibitor olmadiginda ve pH=(pK;+pK;)/2 de gbézlenen maksimum
metan tretim hizzn1; TAN, amonyak ve amonyumun toplamim gostermektedir. Ry,
pKj, pK>y, a ve b, pH ve TAN konsantrasyonlarindan bagimsiz gergek sabitlerdir. F

serbest amonyak fraksiyonunu gostermektedir ve F = (l+10("K"pH) )_l esitligi ile

temsil edilmektedir. Burada K, amonyum iyonunun iyonizasyon sabitidir. pK; ve
pKz model parametreleri kontrol datasina (TAN=262 mg/l) dogrusal olmayan
regresyon analizinin uygulanmasi ile hesaplanmugtir. Bu yaklagim, bu TAN
konsantrasyonunda pH ile metanojenik aktivitenin degisiminin pH’in direkt
etkisinden kaynaklandigi kabuliine dayamlarak yapilmistir. Ardindan R, a ve b
parametreleri tiim TAN degerlerini iceren data kullamlarak belirlenmigtir. Graniiler
ag1 camuru icin Ry, degeri 123 mlCHy/grUAKM-giin iken flokiiler ag1 ¢amuru igin
Rm 19 mICH4/grUAKM-giin olarak bulunmugtur.

Onerilen yeni model (Denklem 2) ile serbest amonyak, pH ve amonyum iyonunun
inhibitor etkileri, amonyak ve amonyum arasindaki denge iligkisi korunarak, ayr ayr1
ortaya koyulmustur. Biitlin verilerin tek bir denklem ve gercek sabitler kullanilarak
hesabi TANsy (metanojenik aktivitede %350 azalmaya neden olan TAN
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konsantrasyonu) ve optimum pH degerlerinin (graniiler a1 ¢amuru i¢in optimum pH
6,8; flokiiler ag1 ¢amuru i¢in optimum pH 7,5) tahminine imkan vermistir. Boyle
basit ve kullanigli bir model ile datanin kolaylikla analizi ve bu analizden birgok
farkl: faydal neticenin gikartiimasi miimkiin olmaktadir.

Her iki ag1 gamurda etkin olan metanojenik tiirlerin belirlenmesi amaciyla floresanh
yerinde hibritlesme (FISH) teknigi kullamlarak ¢amurlarin arkeyal populasyonunun
yapist bulunmaya ¢alisilmigtir. Bu deneyler sonucunda, graniiler a1 ¢amurunda
flokiiler ag1 ¢amuruna gore ¢ok daha fazla sayida metanojen tiirii oldugu tespit
edilmigtir. Ayrica, flokiller as1 g¢amurundaki metanojenlerin dagimk halde
bulunduklari, graniil a;1 c¢amurunda ise graniil yapiin verdigi avantaj ile
metanojenlerin kiimelenmis halde ve daha aktif olduklar gézlenmistir. Asi ¢amuru
olarak floklu ¢amurun kullanuldig1 deneylerde serbest amonyak inhibisyonu, graniil
agt ¢amuru kullanilan deneylere gore daha diisik pH ve amonyak degerlerinde
g6zlenmigtir. FISH deneyleri ile flokiiler ag1 ¢gamurunda daha az sayida metanojenin
tespit edilmesi de bu sonucu desteklemektedir.



AMMONIA INHIBITION IN ANAEROBIC TREATMENT

SUMMARY

In this study the influences of pH and ammonia on methane production in the
anaerobic treatment of an acetic-propionic-butyric acid mixture (70% of the
1000mgCOD/1 of the substrate came from acetic acid, whereas 15% from butyric
acid, and 15% from propionic acid) in batch reactors operated at 37 +1 °C were
investigated. Two independent sets of experiments were carried out using seeds from
two different full-scale industrial anaerobic treatment reactors. One of the seeds
(Uzay Gida) was obtained from an upflow anaerobic sludge-blanket (UASB) reactor
treating the waste from a potato chips production plant. The second sludge seed
(Cargill) was from an expanded granular sludge-blanket (EGSB) reactor treating a
corn processing waste. Experiments were carried out at four different pH values (6.8,
7.4, 7.8, 8.4) and with six different TAN (Total Ammonia Nitrogen) values (262
mg/L (control), 1000, 1500, 2000, 2500, 3000). The biogas produced by the biomass
was measured by using a water displacement technique. Three vials (triple runs)
were used for each pH and TAN value. The sludge seeds used in the inhibition tests
were not exposed to high levels of ammonia at any stage before the tests.

pH, Alkalinity, TAN, SS (Suspended Solids), VSS (Volatile Suspended Solids), SOC
(Soluble Organic Carbon), VFAs (Volatile Fatty Acids), biogas quantity and its
composition were monitored in the study. Biogas quantity was monitored twice a day
and the biogas composition was monitored approximately three times during the
experiment whereas other parameters were measured at the beginning and the end of
the study.

Cumulative methane production curves for both of the sludge seeds were obtained
using the biogas production curves at four different pH values and six different TAN
values. The following modified Gompertz equation (Eq.1) was employed to fit the
data for cumulative methane production and to investigate the methane production
potential (P, mICHa/gr VSS), maximum methane production rate (R, mLCH4/grVSS-
day), and lag-phase time (A, days):

M= P.exp{— expl:%;‘E A-t)+ l}} | ¢))

where M = cumulative methane production, mICH,/(gr VSS); t = time, days and e =
exp(1).

It was found that this equation fits a large fraction of the data very well. At certain
combinations of high pH and high TAN values, however, the cumulative methane
production data manifested an initial “hump” that cannot be predicted using the
Gompertz equation. With flocular sludge seed, this happened at pH > 7.8 and with
TAN > 1500-2000 mg/l. With granular sludge seed, this phenomenon was observed
only at pH = 8.4 and with TAN > 1000 mg/l. With both sludges, the maximum rate



in the second period (observed after hump) of methane formation was always larger
than the maximum rate measured during the first period (observed before hump)
whenever such an initial hump was observed. For flocular sludge seed at pH 8.4 and
TAN values of 2000, 2500, and 3000 mg/L, however, methane formation did not
recover even after six months of incubation. In these cases, what is referred to as the
“initial hump” in this work spread over the entire duration of the experiments and
methanogenic activity never restarted.

Although neither sludge was acclimated to ammonia, the lag-phase times were less
than two days for flocular sludge seed and essentially zero for granular sludge seed
for all TAN and pH values. At certain high pH and high TAN values, however,
methanogenic activity ceased within about 1 to 3 months; and then activity restarted
and methane formation rate reached its maximum values after this period. If the
experiments had not been continued following this period, this reactivation
phenomenon would not have been detected. It may be speculated that the adaptation
observed in these experiments may be the result of a metabolic change in the
methanogenic archaea already dominant in the sludge seeds or the growth of new
microorganisms that are more resistant to ammonia.

For both sets of data obtained in this work, the methanogenic activity decreased
exponentially with increasing TAN values. It was decided therefore to use the
exponential expressions to model the inhibitory effects of ammonia and ammonium
ion on the methanogenic activity. The normalized Michaelis pH function is
employed to model the direct inhibitory effect of pH. The exponential expression and
the normalized Michaelis pH function are combined into a single equation (Eq.2) to
be used as the overall model:

(1+2x10%30K—PK.))

_ ; _ 1
R Rmexp[ (aF +b(1-F))TAN Jl +10®H-PK,) 4 1oPKi~PH)

)

Where Ry, denotes the maximum methane production rate, i.e. the rate that would be
observed in the absence of the inhibitor and at pH=(pK+pK3)/2; TAN is the sum of
ammonia and ammonium; Ry, pKi, pKa, a and b are model parameters and are true
constants independent of pH and TAN concentration. Here F is the fraction of free

1
ammonium given by F = (l+10(pK°—pH)T where K, = ionization constant of the

ammonium ion. The model parameters pK; ve pK, were determined first by
nonlinear regression based on the control data (TAN=262 mg/1). This approach is
based on the assumption that the variation of methanogenic activity with pH at this
TAN concentration is due to the direct inhibitory effect of pH only. The parameters
Ru, a and b were determined next by using the data for all TAN values. Ry, values for
granular and flocular sludge seeds were found as 123 and 19 mICH4/grVSS-days,
respectively.

The proposed model (Eq.2) accounts for the inhibitory effects of free ammonia,
ammonium ion and pH separately, while satisfying the equilibrium relationship
between ammonia and ammonium. It is shown that using such an overall model with
parameters that are true constants facilitates the analysis of the experimental data
considerably. For example the application of the model to calculate various
quantities of interest (such as TANsy (TAN concentration which decreases the
methanogenic activity 50%) and optimal pH) is explained. The optimal pH values for
granular and flocular sludge seeds were found as 6.8 and 7.5, respectively.
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Methanogen species in the sludge seeds were tried to investigate by using FISH
(fluoresan in-situ hybridization) technique. It was found that granular sludge seed
contains much more methanogen species when compared to flocular sludge seed. In
addition, methanogen species in flocular sludge seed are dispersed whereas
methanogen species in granular sludge seed were more intensed and active because
of their granular character. Inhibition due to the inhibitory effects of free ammonia
was observed at lower pH and ammonia levels in flocular sludge seed when
compared with granular sludge seed. This result is supported with the fact that,
granular sludge seed contains much more methanogen species when compared to
flocular sludge seed.
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1. GIRIS
1.1 Konunun Anlam ve Onemi

Yiksek azot igerigi, onemli oranlarda protein igeren organik atiklarn tipik bir
ozelligidir. Deniz drlinleri isleme, ekmek mayasi, patates nisastas1 ve afyon
alkoloidleri endiistrisi atiksular1 basta olmak {izere kati atik sizint1 sulan, kati
atiklarin organik kismu ve ¢iftlik atiklari yiiksek oranda azot igeren atiklardir. Bu tiir
atiklarin anaerobik aritimi esnasinda, hidroliz sonucu organik azot bileseninin de
doniiglimiiyle toplam amonyak azotu (NHs-N + NH;-N) kritik seviyelere
ulagabilmektedir. Amonyak, anaerobik mikroorganizmalar i¢in gerekli bir makro
besi maddesi olmakla birlikte, yiliksek konsantrasyonlarda ortamin pH ve sicaklifinin
da bir fonksiyonu olarak inhibisyona yol agabilir.

Yiiksek azot igeren atiklarin anaerobik aritiminda amonyak inhibisyonu, 6zellikle

metanojenik mikroorganizmalar iizerinde kuvvetli inhibisyona yol acarak, biyogaz

Uiretimini ¢ok Onemli oranda diiglirebilmektedir. Biyogaz {iretiminin diigmesi

karbonlu organik madde giderimini olumsuz ydnde etkileyerek sistemin verimini

azaltmaktadir. Bu yiizden, amonyak inhibisyonunun anaerobik biyokimyasal aritma -
siirecine olan etkileri ile uygun kontrol yonteminin aragtiriimasi biyiik Snem

tasimaktadir.

Amonyak azotunun iki tiirii olan serbest amonyak (NH;) ile amonyum iyonu (NH;")
ortamin pH ve sicaklifina bagh olarak anaerobik reaktdr sivi fazinda asagidaki

denklem uyarinca denge halinde bulunur.
NH; <> NH; + H' (1.1

Anaerobik biyokimyasal aritmada amonyak inhibisyonu bugiine kadar pek ¢ok
aragtirmacinin  ilgisini ¢ekmigtir. Aragtirmacilar, amonyagin 50-200 mgTAN/1
seviyelerinde anaerobik mikroorganizmalar i¢in yararli bir makro besi maddesi iken
1500-3000 mg/l seviyelerinde pH>7,4 i¢in inhibitor, 3000 mg/1’den yiiksek
konsantrasyonlarda ise toksik etki gosterdigini belirlemiglerdir (McCarty ve Mc



Kinney, 1961; McCarty, 1964). Bu konuda daha sonra yapilan bagka ¢aligmalarda da
6zellikle NH;" ve NH; inhibisyonunun pH’a bagl olarak farkli anaerobik
mikroorganizma kiilttirlerine (6zellikle metanojenler) olan etkileri aragtinlmustir
(Sprott ve Patel, 1986; Wiegant ve Zeeman, 1986; Bhattacharya ve Parkin, 1989;
Heinrichs ve dig., 1990; Poggi-Varaldo ve dig., 1991; Angelidaki ve Ahring, 1993;
Borja ve dig., 1996; Gallert ve Winter, 1997; Krylova ve dig., 1997; Poggi-Varaldo
ve dig., 1997; Gallert ve dig., 1998; Hansen ve dig., 1998; Sterling ve dig., 2001).
Ancak s6z konusu galigmalarda pH, amonyak ve amonyumun inhibitér etkileri, bu
tirlerin birbirlerine gére goéreceli Onemlerini verecek tarzda sistematik olarak
caligtlmamisgtir. Ayrica, toplam amonyak inhibisyonunun yeterli diizeyde
modellenmesi konusunda da inhibit6r tarafindan etkilenen metabolik yolun tespit
edilmesinin zorlugundan kaynaklandig1 belirtilen farkli ve bazen ¢eligkili yaklagimlar
soz konusudur (Heinrichs ve dig., 1990; Poggi-Varaldo ve dig., 1991; Angelidaki ve
Ahring, 1993; Vavilin ve dig., 1995; Poggi-Varaldo ve dig., 1997; Hansen ve dig.,
1998; Lay ve dig., 1998; Aspe ve dig., 2001; Liu ve Sung, 2002; Sung ve Liu, 2003).
Dolayisiyla, anaerobik aritmada amonyak inhibisyonu, gerek deneysel ve gerekse
teorik modelleme ¢aligmalar1 bakimindan hala aragtirilmas: ve aydinlatilimasi

gereken bir alan durumundadir.

1.2 Caliymanm Amaci ve Kapsami

Bu ¢aligmanin temel amaci, tam olarak aym deneysel kosullar (substrat, sicaklik, pH,
TAN konsantrasyonlar1 ve deneysel diizenek) altinda pH ve TAN’m gesitli

kombinasyonlari igin farkli as1 gamurlarinin davranmiginin agiklanmasidir.

Caligmanin ikinci amaci ise metanojenesis (metan tretim fazi) izerine amonyak
inhibisyonunu aciklayan basit ve kullamslt bir modeli gelistirmek icin datanmn

firetilmesidir.

Bu amaglar dogrultusunda ¢aliyma, asagida belirtilen arastlrmalari kapsamak iizere
planlanmugtir.

e Amonyagin inhibe edici konsantrasyonlarmna alistirilmamig flokiiler ve
graniiler agilarla karakterize edilen farkli anaerobik mikroorganizma
gruplanimin = mezofilik gartlarda amonyak inhibisyonu kargisindaki
davramglari, genis bir perspektif igersinde deneysel olarak aragtiriimigtir. Bu



aragtirmalarda 6zellikle daha 6nceki ¢aligmalarda girisimlere yol agtig: tesbit
edilen Na’, ugucu yag asitleri, Cl" gibi amonyak dis1 inhibitsrleri ortadan
kaldirmak tizere farkli bir deneysel ¢aligma planlamasi yapilmistir.

Anaerobik antmada pH ve amonyak inhibisyonunun birlikte ve yeni bir
modelleme yaklasimi ile modellenmesi saglanmigtir. Bu modelde, daha
onceden yapilan ¢aligmalarda dikkat edilmeyen serbest amonyak ve
amonyum iyonu arasmdaki denge iligkisi saglanarak, iyonize olmamis
amonyak ve amonyumun inhibitor etkileri ayr ayr1 dikkate alinmugtir. pH’in
direkt inhibitdr etkisinin modellenmesinde normalize edilmis Michaelis pH
fonksiyonu (B6lim 5.5.1 Denklem 5.25b) kullanulmugtir.

Gelistirilen bu yeni model yardinuyla mikrobiyal aktivitede %50 azalma ile
sonuglanan toplam amonyak azotu konsantrasyonu (TANsg) seviyeleri ve

sistemin optimum pH’lar literatlirden farkls bir gekilde tahmin edilmigtir.

Deneysel ¢aligmalarda kullalan anaerobik asilardaki baskin tiirler molekiiler
tekniklerle belirlenmis ve amonyak inhibisyonu ile olan iligkileri
aragtiriimigtir.

Amonyak inhibisyonunun COK, UYA, alkalinite, pH gibi yardimci
parametrelerle olan iligkileri ortaya konmugtur. TAN inhibisyonunun UYA
giderimi veya birikimi ile iligkisi yorumlanmagtir.



2. ANAEROBIK ARITMA ve AMONYAK iNHIBiSYONUNUN ESASLARI

Bu béliimde anaerobik aritmanin esaslari, anaerobik aritma igin gerekli en uygun
¢evre sartlar, anaerobik aritmada inhibisyon, inhibisyon tiirleri ve mekanizmalari ile
Ozellikle amonyak inhibisyonu detayl: bir sekilde anlatilmagtir.

2.1 Anaerobik Aritmanin Esaslar1
2.1.1 Girig

Anaerobik antma, organik atiklarin oksijensiz ortamda biyokimyasal siireglerle
parcalanmak suretiyle, CHs, CO,, NH3, ve HyS gibi son iiriinlere déniistiiriilmesi
olarak tammlanmaktadir.

Aerobik aritma proseslerine gore, daha az enerji ve niitrient ihtiyaci, daha az ¢amur
olusumu, daha yliiksek organik ylikleme hizlarinin uygulanabilmesi, metan gibi
yiiksek enerjili tirliniin olugmas avantajlarina sahip olan anaerobik aritma sistemleri,
yakin zamana kadar sadece biyolojik antma camurlarimin gliriitiilmesinde
uygulanirken, son 20 yilda, anaerobik metabolizmamin biyokimyasiyla ilgili
caligmalardaki biiyiik ilerlemeler, islemdeki en duyarli basamaklarin tanimlanmasin
ve anaerobik aritma sistemlerinin ¢aligma stabilitesini arttrmak icin stratejilerin 7
geligtirilmesini saglamugtir. Yavas cogalan mikroorganizmalarin, yiiksek organik
yiiklemelerde bile reaktdrde tutuldugu yeni anaerobik reaktdrier gelistirilmigtir. Bu
ilerlemelerle, arttk hemen hemen her tiir organik atifin anaerobik olarak
aritilabilecegine inanilmaktadar.

Anaerobik aritma, farkli mikroorganizma gruplarinin rol aldig1 olduk¢a karmasik bir
biyokimyasal siirectir. Anaerobik ayrigma siireci sonunda agiga ¢ikan CHy, CO,, H;
ve H,S gibi son iiriinler gesitli bakteri gruplarinin rol oynadigi olduk¢a karmagik
biyokimyasal reaksiyonlar sonucu meydana gelirler. Anaerobik ayrigma prosesindeki
bir iist kademe iirtinleri bir sonraki satha igin besin maddesi durumundadir ve
sistemin bagarisi, olayda rolii olan mikroorganizma topluluklarimin son derece
organize ve birlikte ¢aligmalarma baglidir. Bu nedenle, anaerobik sistemlerin tasarim

ve isletilmesinde aktif biyokiitle biiyiik neme sahiptir.



2.1.2 Anaerobik aritma prosesinin kademeleri

Anaerobik biyokimyasal islemlerin ¢ok kademeli yapisi $ekil 2.1°de verilmistir.
Coziinmeyen karmagik organik maddelerin (niikleik asitler, proteinler, lipidler,
polisakkaritler gibi), aerobik sistemlerde oldugu gibi tiiketilmeleri &ncesinde
¢Oziinebilir forma doniigmeleri gerekir. Bunun yaninda, bilyiik boyutlu ¢oziinebilir
organik molekiiller de hiicre membramindan gegebilecek boyutlara indirilmelidir.
Coztinme ve daha kiiglik boyutlara indirilme agamasindan sorumlu reaksiyonlar
genelde hidrolitiktir ve bakteriler tarafindan dretilen hiicre dist enzimlerle
katalizlenir. Gergekte, seliilaz, amilaz ve proteaz gibi birgok enzim bu reaksiyonlarda
gorev alir. Bunlar, ikinci kademe olan asidojenesisin (asit iiretim fazi) 6nemli bir
bileseni olan fermantatif bakteriler tarafindan fretilirler. Bunlarin tiim{i hidroliz
reaksiyonlart olarak (Reaksiyon 1) $ekil 2.1’de gruplanmugtir. Hidroliz agamasi
nispeten yavagtir ve lignin gibi biyolojik olarak ayrigtirmayr zorlagtiran organik
maddelerin anaerobik giiriitiilmesinde hiz kisitlayici olabilir.

Asit tiretim fazi, bakteriler tarafindan yliriitiilir. Aminoasitler, niikleotidler, sekerler,
yag asitleri ve gliserol gibi ¢6ziiniir monomer molekiiller, organik bilesiklerin
elektron alicisi/vericisi olarak gorev yaptif1 fermantatif reaksiyonlarla (Reaksiyon 2)
pargalanirlar. Reaksiyon 2’nin temel {irtinleri, organik asitler (formik, asetik,
propiyonik, biitirik, valerik, laktik ya da siiksinik asit), alkoller (etanol, methanol
gibi), ketonlar (aseton gibi), CO,;, H, ve amonyaktir. Fermentatif asidojenik
bakteriler bu fazi ylirlitmekten sorumludur. Fermantatif reaksiyonlar yoluyla
piruvatin dehidrojenasyonu sonucu firetilen H, miktar1 azdir. Buna kargilik, iiretilen
toplam H,’nin biiyiik ¢ogunlugu ugucu ve uzun zincirli yag asitlerinin asetik aside
oksidasyonu (Reaksiyon 3 ve 4) ile elde edilir ve anaerobik oksidasyon olarak
adlandirilan, indirgenmis tagiyicilardan direkt hidrojen iyonlarma elektronlarin
transferi prosesi ile gergeklesir. Bu reaksiyon, termodinamigi geregince H,’nin
yiiksek kismi basinglari ile inhibe edilir fakat piruvattan H; {iretimi i¢in boyle bir

durum s6z konusu degildir.



PARTIKULLERIN HIDROLIzi

BIYOLOJIK OLARAK AYRISABILEN

KOMPLEKS PARTIKULLER
1
N
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PROTEINLER VE KARBONHIDRATLAR YAGLAR

, y
AMINOASITLER VE UZUN ZINCIRLI
BASIT SEKERLER YAG ASITLERI
2 3
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UCUCU ASITLER
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fermantasyon
\
anaerobik oksidasyon
ASIT ORETIMI

5 A
ASETIK ASIT HIDROJEN
6 7
METAN
(CH,)
METAN URETiMi

Sekil 2.1 Anaerobik islemlerin ¢ok kademeli yapisi

Reaksiyon 4 ile (sintrofik asama), asetojenik bakteriler geriye kalan ¢oziinebilir
organik maddeleri (organik asitler, alkoller, ketonlar gibi) asetik aside ve Hy’e
doniistiiriir. Bu agama, anaerobik ayrigmanin son agamast olan metan olugumuyla iyi

dengelenmis olmalidir. Sintrofi ya da bir grubun digerine karsilikli bagimlilig:, H,



konsantrasyonuyla iligkilidir. Kisa zincirli organik asitlerin asetik aside ayrigmasi
sadece diistik hidrojen kismi basincinda gergeklesir, aksi durumda propiyonat ve
etanole tam olmayan doniisiime neden olur. Hidrojen kullanan metanojenik bakteriler
(hidrojenotroflar) hidrojen konsantrasyonunu, asetoklastik (asetat kullanan)
metanojenler igin substrat olan asetik asidin asetojenik (asetat {ireten) bakteriler
tarafindan verimli {retiminin yiiriitilmesini saglayacak bir diizeyde tutmaktan
sorumludurlar. Tirler arasindaki bu iligki, tiirler aras1 hidrojen transferi olarak
adlandinlir ve toplam substrat-iriin dengesinde 6nemli bir rol oynar. Bu olgunun
karmastklig1, birgok metanojenik bakterinin spesifik gogalma hizlarimin, asidojenik
(asit tireten) bakterilerinkinden daha diigiik olmas: gergegi ile daha da artar (Speece,
1996).

pH degerinin diismesindeki en yaygin neden, metanojenlerle asidojenik bakteriler
arasindaki dengesizlik (hizli ugucu yag asitleri tiretimine kargilik metana déniigiimiin
yavas olmast) durumudur (Koster, 1986).

Biitirik asitin ayrigmasi, propiyonik asitin ayrigmasinin izin verdigi hidrojen
seviyesinden biraz daha yiiksek hidrojen seviyesinde gergeklesebilir. Deneyler uzun
stire devam ederse, hidrojenotrofik metanojenik popiilasyonun sadece biitirik asitin
ayrigmasina degil, aym zamanda propiyonik asitin ayrigmasina da izin verecek kadar

diislik hidrojen seviyesi saglamasi gerekir.

Amonyak inhibisyonundan dolay: 6zellikle propiyonik asit birikimi olur. Bu asitin
birikmesi, hidrojenotrofik metanojenlerin, hidrojen birikiminin bir sonucu olarak
asirn  yiklendigini gosterir. Hidrojen birikimi, bakterinin propiyonik asiti
ayrigtirmasini termodinamik olarak imkénsiz kilar. Hidrojen kullanan metanojenlerin
inhibe olmasinin nedeni olarak hidrojen birikiminin, propiyonatin birikimine yol
actifl, bununda, asetat kullanan metanojenlerin inhibitérli olarak goérev aldigy
diistintilmektedir (Wiegant ve Zeeman, 1986).

Reaksiyon 5°de goriildiigii gibi Hy nin bir kismi, H2 oksitleyen asetojenlerce asetik
asit olusturmak {izere karbondioksit ile birlestirilebilir. Ancak asetik asit
metanojenler igin bir substrat gérevi goérdiigiinden bu reaksiyonun etkisinin az

oldugu diistintilmektedir.

Asidojenik reaksiyonlarin tiriinleri (asetik asit ve H;) Arke simifina ait

metanojenlerce metan gazi tiretmek igin kullanilirlar. Burada iki grup s6z konusudur:



(1) asetiklastik metanojenler: asetik asidi metan ve karbondiokside déniistiiriirler
(Reaksiyon 6)
(2) H; oksitleyen metanojenler: karbondioksiti indirgerler (Reaksiyon 7)

Genel olarak birincil gamurun anaerobik ciiriitiilmesi sonucu elde edilen metanin
yaklagik licte ikisinin asetik asitten (Reaksiyon 6), geri kalaninin ise H; ve CO,’den
(Reaksiyon 7) geldii ortaya konmustur. Hiicre maddesine katilan elektronlar
haricinde, aritilan sividan ayrilan enerjinin tamam metan olarak geri kazanilir.

Anaerobik proseslerin kontrolii, igerdigi karmagik mikrobiyal iligkiler dolayisiyla
zordur. Sicakliktaki asin1 degisiklikler, sok organik yliklemeler, toksik madde varli
veya besleme ozelligindeki degisimler, metanojenesisi engelleyen reaksiyonlarin
olusmasina, metan liretiminin durmasina, yag asitleri ve hidrojenin birikmesine
neden olabilir. Prosesi saglikli bir sekilde ¢alistirmak igin anaerobik prosesin
biyokimyasal durumunun izlenmesi gerekir (Gallert ve dig., 1998; Sterling ve dig.,
2001).

2.1.3 Anaerobik aritma prosesinde etkili mikrobiyal gruplar ve aralarmdaki
iligkiler
Yiiksek molekiil agirlikli kompleks organik bilesiklerin metana déniisiimiinde baglica

bakteriler olmak {izere birgok mikroorganizma toplulugu gérev yapar. Herhangi bir
organik maddenin net anaerobik doniigiim reaksiyonu asagida verildigi gibidir:

Organik madde — CH, + CO, + Hy + NH; + H,S @.1)

Bazi mantarlar ve protozoa anaerobik ciiriiticlilerde bulunabilirse de, baskin olan
mikroorganizmalar giiphesiz bakterilerdir. Organik bilegiklerin hidrolizi ve
fermentasyonuna ¢ok sayida zorunlu ve fakiiltatif anaerobik bakteri (6r. Bacteriodes,
Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus, Streptococcus) katilir.

Kompleks maddelerin, metan ve karbondioksit gibi basit molekiillere doniigtimiine

katilan dort bakteri kategorisi vardir (Sekil 2.2) (Bitton, 1994).

1. Grup: hidrolitik bakteriler

Hidrolitik ve fermantatif bakteriler, fakiiltatif ve zorunlu anaerobik bakterilerin daha
genis bir grubunu olugturur. Gergekte fakiiltatif bakteriler baskin olarak diigiiniilse

de, yapilan arastirmalar bu durumun tersinin dogru oldugunu gostermistir. En



azindan evsel ¢amur ¢lriitiiciilerinde zorunlu anaeroblarin sayis1 100 kat daha
fazladir. Bu, fakiiltatif bakterilerin 6nemsiz oldugu anlamina gelmemelidir. Ciinkii
giris akiminin ¢ok fazla sayida fakiiltatif bakteri igermesi veya biyoreaktdre kolay
fermante olan substratlarin ok yiliklemeleri durumlarinda, fakiiltatif bakterilerin
diger bakterilere gbre sayilar artabilir. Ayrica, birgok Onemli hidrolitik ve
fermantatif reaksiyon, her ne kadar substratin yapist ortamda bulunacak tiirleri
belirlese de Bacteroides, Clostridia ve Bifidobacteria gibi zorunlu anaeroblar
tarafindan gerceklestirilir.

Kompleks organik molekiiller
(polisakkaritler, yaglar gibi)

l 1. Hidrolitik bakteriler

Monomerfer
(glikoz, aminoasitler, yag asitleri gibi)

l 2. Fermantatif asidojenik bakteriler

Organik asitler, alkoller, ketonlar

l 3. Asetojenik bakteriler

Asetat, CO,, Hy

l 4. Metanojenik arkeler

Metan (CHy)

Sekil 2.2 Atiklarin anaerobik ¢iiriitiilmesinde gérev yapan metabolik mikrobiyal
gruplar (Bitton, 1994)

2. Grup: fermantatif asidojenik bakteriler

" Asidojenik bakteriler (0r. Clostridium), sekerleri, amino asidleri ve yag asitlerini
organik asitlere (6r. asetik, propiyonik, formik, laktik, biitirik ya da siiksinik asitlere),
alkollere ve ketonlara (6r. etanol, metanol, gliserol, aseton), asetata, CO,’ ye ve Hy’
ye doniistiiriirler. Asetat, karbonhidrat fermentasyonunun ana Uriiniidiir. Olusan
tirtinler, kiiltiir kogullarinin (sicaklik, pH, redoks potansiyeli) yamsira bakteri tipiyle
de degisir.



Asidojenesisin temel son {irlinii olarak asetik asidin {iretiminde Hy nin rolii oldukga
O6nemlidir. Uzun zincirli yag asitlerinin, ugucu asitlerin, aminoasitlerin ve
karbonhidratlarin asetik asit ve hidrojene doniistim reaksiyonlar: standart'kosullar
altinda termodinamik agidan elverigsizdir (standart serbest enerjileri pozitiftir). Bu
nedenle, H, kismi basinc1 yliksek olufunda bu reaksiyonlar devam etmez ve bu
reaksiyonlarin yerine fermantasyon gergeklesir. Bununla birlikte, Hy’nin kismi
basincimn 10 atmosfer veya daha diisik oldugu kosullar altinda reaksiyonlar
gergeklesmesi muhtemel hale gelir ve metana doniigebilecek son iiriinlerin (asetik
asit ve Hy) olusmasina neden olur. Bu durum, H; tireten bakterilerin H,’yi kullanacak
metanojenlere zorunlu olarak bagimh oldugu anlamina gelir. Sadece, metanojenlerin
stirekli bir sekilde metan lreterek H,’yi gidermesi durumunda H, kismi basine,
asidojenesisin son {irinleri olarak asetik asit ve H, olusumuna izin verecek kadar
diistik tutulacaktir. Aym gekilde, metanojenler asidojenesisi gergeklestiren bakterilere
zorunlu olarak bagimlidir ¢linkii asidojenler, metanojenler i¢in gerekli substratlan
tiretirler. 1ki mikrobiyal grup arasindaki bu tarz bir iliski zorunlu sintrofi olarak
adlandirilir.

3. Grup: asetojenik bakteriler

Fermantatif reaksiyonlardan sorumlu bakteriler iyi karakterize edilmis iken Hj iireten
asetojenik bakteriler hakkinda daha az sey bilinmektedir. Bu durum kismen, H,
iretiminde etkili enzim sisteminin H, tarafindan oldukc¢a siki kontrol altinda
tutulmasina baglanabilir. Anaerobik biyokimyasal islemlerde H, kismi basinglari
diisiik tutuldugu igin, H, iireten bakteriler onemli rol oynarlar. Bu nedenle bu
bakteriler son yillarda yapilan detayli aragtirmalara da konu olmugtur. Yag asitlerini
oksitleyen Syntrophomonas cinsi ve propiyonat oksitleyen Syntrophobacter cinsi
tiyelerini igeren bir¢ok tiir tamimlanmis ve ¢alisilmustir (Grady ve dig., 1999).

Syntrophobacter wolinii ve Syntrophomonas wolfei gibi asetojenik bakteriler (asetat
ve H, tireten bakteriler), yag asitlerini (6r. propiyonik asid, biitirik asid) ve alkolleri,
metanojenler tarafindan kullanilan asetat, hidrojen ve karbondiokside gevirirler. Bu
grup, yag asidi doniigiimii i¢in diiglik hidrojen kismi basincina ihtiyag duyar, bu
nedenle, hidrojen konsantrasyonunun yakindan takibi gereklidir. Gorece olarak
yikksek H, kismi basincinda, asetat olugumu azalir ve substrat, metan yerine,
propiyonik asit, biitirik asit ve etanole gevrilir. Asetojenik bakteriler ve metanojenler

10



arasinda simbiyotik (ortak yasam) bir iliski vardir. Metanojenler, asetojenik
bakterilerin ihtiya¢ duydugu diisik hidrojen basincini saglamaya yardim ederler.,

Propiyonik asit ve biitirik asit, asetojenik bakteriler tarafindan, asagidaki reaksiyonlar
uyarinca, asetik aside gevrilirler (Bitton, 1994).

CH;CH,COOH + 2 H,0 — CH3COOH + CO; + 3H; 2.2)

propiyonik asit asetik asit

CH;CH, CH,COOH + 2 HO — 2CH;COOH + 2H, (2.3)
biitirik asit asetik asit

Anaerobik islemlerdeki bashca rahatsizlik verici organizma, atiksuyun Gnemli
konsantrasyonlarda siilfat icermesi durumunda problem olabilecek siilfat indirgeyen
bakterilerdir. Siilfat indirgeyen bakteriler zorunlu anaeroblardir. Bu bakteriler
morfolojik olarak ¢ok cesitlidir fakat siilfati elektron vericisi olarak kullanabilme
genel ozelligine sahiptirler. Grup 1 siilfat indirgeyicileri, elektron vericileri olarak
cesitli organik bilesikleri kullanabilirler. Bu organik bilesikleri, asetata oksitleyerek
stilfat1 siilfiire indirgerler. Anaerobik biyokimyasal iglemlerde sikhkla bulunan bir
cins Desulfovibrio’dur. Grup 1I siilfat indirgeyicileri, silfat: siilfiire indirgerken yag
asitlerinin ve ozellikle asetatin karbondiokside oksidasyonunda 6zellesmislerdir. Bu

gruptaki 6nemli bir cins Desulfobacter’dir.
4. Grup: metanojenler

Metanojenler iki alt kategoriye ayrilir:

Hidrojenotrofik metanojenler (hidrojen kullanan kemolitotroflar) hidrojen ve

karbondioksidi metana gevirirler:

CO; + 4H, —> CH, + 2H,0 2.4)
metan

Hidrojen kullanan metanojenler, ugucu asitlerin ve alkollerin asetata doniigmesi igin

gerekli olan ¢ok diiglik diizeydeki kismi basinglar1 saglamaya yardim ederler.

Asetoklastik metanojenler ya da asetat-ayrigtiran arkeler olarak da adlandirilan

asetotrofik metanojeriler, asetat1 metan ve CQOy’e gevirirler.
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CH3;COOH —> CH, + CO, (2.5)

Asetoklastik metanojenler (¢cogalma stiresi: birka¢ giin), asit olusturan bakterilere
(cogalma siiresi: birkag saat) gére ¢cok daha yavag biiytirler.

Balch ve dig. (1979) tarafindan 6nerilen Metanojenlerin genel simflandiriimas: Tablo
2.1°deki gibidir. Metanojenler {i¢ takima aynlirlar: Methanobacteriales (or.
Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanothermus), Methanomicrobiales
(6r. Methanomicrobium, Methanogenium, Methanospirillum, Methanosarcina ve
Methanococcoides) ve Methanococcales (Or. Methanococcus). En az 49 tir
metanojen tanimlanmugtir. izole edilmis bazi metanojenler ve substratlart Tablo
2.2°deki gibidir (Bitton, 1994).

Tablo 2.1 Metanojenlerin siiflandirilmas:
Takim Aile Cins Tiir

Methanobacteriales Methanobacteriaceae  Methanobacterium  M.formicicum
M..bryanti
M.thermoautotrophicum
M.ruminantium
Methanobrevibacter  M.arboriphilus
M.smithii
Mvannielli

Methanococcales Methanococcaceae Methanococcus M.voltae
Methanomicrobium  M.mobile

Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanogenium M. cariaci
M.marisnigri
Methanospirillum M. hungatei
M.barkeri
Methanosarcinaceae =~ Methanosarcina M.mazei

Bu mikroorganizmalarin olduk¢a genis bir kismi, anaerobik cliriitliclilerden kiiltiir
olarak elde edilir. Omegin Methanobacteriales takimindan Methanobrevibacter ile
Methanobacterium cinsleri ve Methanomicrobiales takimindan Methanospirillum ile
Methanogenium cinsleri kiiltiir olarak elde edilir. Bunlarmn tiimii, enerjilerini baglica
olarak H, oksidasyonundan ve karbonu ise karbondioksitten elde eden zorunlu
anaeroblardir. Bu tarz ototrofik yasam sekli dolayisiyla, birim kullanilan H, bagina
sentezlenen hiicre maddesi miktar1 azdir. Metabolizmalar1 sirasinda, son elektron
alicis1 olarak aym zamanda karbondioksiti kullanarak proseste metan gazi iiretirler
(Denklem 2.4).
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Tablo 2.2 izole edilmis metanojenler ve bunlarin substratlan

Bakteri Substrat Bakteri Substrat

Methanobacterium bryantii H, Methanogenium cariaci  H, ve HCOOH

F. formicicum H, ve HCOOH M. marisnigri H, ve HCOOH

M.thermoautotrophicum H, M. tatii H, ve HCOOH

M.alcaliphilum H, M. olentangyi H,

M. paynteri H, M.thermophilicum H, ve HCOOH

Methanobrevibacter arboriphilus  H, M.bourgense H, ve HCOOH

M. ruminantium H; ve HCOOH M.aggregans H; ve HCOOH

M. smithii H, ve HCOOH

M. endosymbiosus H; Methaniococcoides CH;NH, ve CH;0H
methylutens

Methanococcus vannielii H, ve HCOOH

M. voltae H, ve HCOOH Methanothrix CH;COOH
soehngenii

M. deltae H; ve HCOOH M. concilii CH;COOH

M.maripaludis H, ve HCOOH

M. jannaschii H, Methanothermus H,
Jervidus

M. thermolithoautotrophicus H; ve HCOOH

M. frisius H,, CH;0H, Methanolobus tindarius  CH,;OH, CH;NH,

CH;NH, ve (CH;),NH ve (CH;);N
(CH;:N

Methanomicrobium mobile H, ve HCOOH Methanosarcina CH;0H, CH;COOH,

barkeri H,, CH;NH,, (CH;3),NH
ve (CH;);N

Methanospirillum hungatei H; ve HCOOH Methanosarcina CH;0H, CH;COOH,

thermophila H,, CH;NH,, (CH;),NH
ve (CH;);N
Methanoplanus limicola H, ve HCOOH

Arke’nin elektron vericileri genelde H, ve format olarak oldukga kisitlidir. Bazi
durumlarda, kisa zincirli alkolleri de kullanulabilirler. Metana giden asetiklastik
yolun (Sekil 2.1. Reaksiyon 6) 6nemine ragmen ¢ok az asetoklastik metanojen
kiiltiiri elde edilmis ve tammlanmistir. Bunlarin tiimii iki aile (Methanosarcinaceae
ve Methanosaetaceae) igeren Methanosarcinales ‘dir. Birinci aileden olan ve substrat
olarak Hj, karbondioksit, metanol, metilaminler ve asetik asidi kullanabilmesi
dolayisiyla bilinen metanojenlerin en degerli cinsi olarak bilinen Methanosarcina

anaerobik islemler sirasinda kiiltlir olarak elde edilebilir. Asetik asit substrat
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oldugunda, metil karbonundan metam1 ve karboksil karbonundan karbondioksiti
olugturmak iizere pargalanir.

*CH,"COOH —" CH, +° CO, (2.6)

Methanosarcina yliksek asetik asit konsantrasyonlarinda, bu konsantrasyonlarda olan
degisikliklere ¢ok duyarli olmas: ile birlikte, nispeten hizli bir gekilde ¢ogalir.
Bununla beraber H,, asetik asit tiiketiminde diizenleyici bir etki gosterir (H, kismi
basinci arttifinda bu tikketimi durdurur). Methanosaetaceae ailesi tek bir cins igerir:
Methanosaeta (eski adiyla Methanothrix). Methanosaeta’nin iiyeleri, elektron ve
karbon vericisi olarak sadece asetik asidi kullanirlar, Yiiksek asetik asit
konsantrasyonlarinda Methanosarcina’dan ¢ok daha yavas bir sekilde gogalirlar,
fakat bu konsantrasyondan ¢ok siddetli olarak etkilenmez ve konsantrasyon diisiik
oldugunda etkili bir bigimde rekabet edebilirler. Sonug olarak, bir anaerobik iglemin
dizayn ve isletme sekli, baskin asetiklastik metanojenleri belirler (Grady ve
dig.,1999).

Arke simfina ait metanojenler prokaryotlardan asagidaki 6zelliklerle ayrilirlar:

1. Hiicre duvan bilegsimleri degisiktir; 6rnegin, metanojenlerin hiicre duvarinda
muramik asit bulunmaz.

2. Metabolizmada elektron tasiyici olarak gérev yapan spesifik bir koenzimleri
(Fay0) vardir. Oksitlenmis formu 420 nm’de 15181 absorbe eder. Bu mavi-yesil
floresan koenzimin, kangik kiiltiirlerdeki metanojenlerin nitelendirilmesinde
kullamilmas1 Onerilmigtir. Hiicre ekstraktlarinda Fs saptanmasi, floresan
Olglimii ya da florimetrik saptamali yiiksek performans likid kromatografisi
tarafindan izlenen ekstraksiyon ile ytirtitilir. Metanojenik koloniler,
metanojenik olmayanlardan floresan mikroskopisi ile ayrilabilirler. Bununla
birlikte, metanojenik topluluk igin Fgyp  kullanilmasinin, asetoklastik
metanojenik aktivitenin saptanmasi s6z konusu oldugunda yanlis yénlendirici
olabilecegi bulunmustur. Diger bir nikel iceren koenzim, Fs3 da

metanojenlere dzglidiir.

3. Metanojenler, diger prokaryotlarinkinden farkli olan ribozomal RNA
dizilerine sahiptirler (Bitton, 1994).

14



2.2 Anaerobik Aritmada Cevresel Faktorler

Anaerobik reaktorlerdeki mikroorganizmalarca kullanilan organik maddeler hiicre
sentezi i¢in karbon ve enerji kaynagidir. Anaerobik ayrigma siireci sonucu aciga
¢ikan son {irtinler olan CHy ve CO,, gesitli mikroorganizma gruplarimin rol oynadifi
olduke¢a karmagik biyokimyasal reaksiyonlar sonucu elde edilirler.

Anaerobik proseslerden istenilen performansin alinabilmesi i¢in bu stiregte rolii olan
tiim mikroorganizma gruplarmin birbirleriyle uyum igerisinde faaliyet géstermeleri
gerekir.  Anaerobik aritmayr gerceklestiren mikroorganizma  gruplarin
kapasitesinden yararlanabilmek icin anaerobik aritma siirecinde optimum gevresel
sartlarinin saglanmasi gerekir.

Bu boliimde, anaerobik siirecler tizerinde etkili olan ¢evresel faktorler ele alinmigtir.

2.2.1 Sicakhk
Sicaklik, anaerobik aritma prosesini etkiliyen en 6nemli faktérlerden biridir.

Anaerobik miroorganizmalarin ¢ogaldifi ve yasamsal faaliyetlerini devam
ettirebildigi g sicaklik arali1 vardur.

e sakrofilik (<20°C)

e mezofilik (20-45°C)

o termofilik (50-65°C)
45-50°C aras1, mezofilik ve termofilik sartlar arasinda bir gegis faz1 oldugundan bu
sicaklik araliginda stabil olmayan igletme kogullar1 meydana gelebilir.

Termofiller igin optimum sicaklik 55°C iken, mezofiller igin ~35°C’dir. Sakrofilik
mikroorganizmalar i¢in optimum sicaklik ~17°Cdir (Lens ve dig., 2001).

Sakrofiliklerin hiicre zarlan, zarin akigkanlifim muhafaza etmesine yardimci olan
yiiksek konsantrasyonda doymamig yag asitlerini igerdiginden, sakrofilikler diigiik
sicakliklarda gogalirlar. Oysa, termofillerin hiicre zarlarmn yiiksek seviyede doymug
yag asitlerini igermesi onlarin yiiksek sicakliklarda iglev gérmesini saglar (Bitton,

1994).

Anaerobik proseslerin genellikle, ¢cevresel gartlarin ani degisimlerine karsi gok hassas
olduklar1 bilinir (Lau ve Fang, 1997). Optimum sicaklik araliklarina ilaveten
sicakliktaki ani degisiklikler, uygun sicaklik aralig: i¢inde kalsa dahi metanojenlerin

aktivitelerini son derece olumsuz etkiler. Grady ve dig. (1999) prosesin olumsuz
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yonde etkilenmesinin 6niine gegmek igin sicaklik degisiminin giinde 1°C’den daha az

olmast gerektigini vurgulamuglardir.

Sicakhgin sok etkisi, uygulanan sicakligin derecesine, maruz kalma siiresine ve
camurun bakteriyal kompozisyonu gibi faktérlere baghdir. Cogalma icin gerekli
maksimum degeri asan sicakliklarda, ¢amurun aktivitesinde azalma olacak,
dolayisiyla reaktoriin giderim kapasitesi diigecektir. Sicakliktaki sok bir degisim,
dolayli olarak pH’ta da bir degisime neden olur. Ciinkii sicakliktaki degisim ile
reaktSrdeki substratin ayrigmasindaki degisim pH’1da etkiler (Visser ve dig., 1993).

Anaerobik aritmada sicaklik etkisi camur yagiyla da ilgilidir. Camur yag1 arttikea,
anaerobik sistemler daha diisiik sicakliklarda KOI giderim verimlerini muhafaza
edebilirler. Dolayisiyla reaktorlerdeki biyokiitle miktarn arttikga sistemin diigiik
sicaklik etkilerini dengeleme kapasitesi de artar (Oztiirk, 1999).

Cogalma hizlan metanojenlere gore daha yiiksek olan asit bakterileri, sicaklik
degisimlerine daha ¢abuk uyum saglarken, metanojenler bu degisime aym hizla
uyum gostermedikleri i¢in sistemde dengesizlik ve ugucu asit birikimi gézlenir
(Oztiirk, 1999).

Asetat’dan metan tiretiminden sorumlu iki 6nemli metanojenin (Methanothrix ve
Methanosarcina) aktivitesi sicakliktan ciddi sekilde etkilenir. Her iki metanojen icin
optimum sicaklik 35-40°C arahigindadir. 10-15°C  sicaklikta Methanothrix
soengenii’nin aktivitesinin, 35°Cdeki aktivitesinden 10 ile 20 kez daha diisiik oldugu
rapor edilmigstir. Asetoklastik metanojenlerin aktivitesi tizerinde inhibitér etkiye
sahip diisiik sicakliktaki anaerobik aritmada, asetat konsantrasyonlarindaki artig
Onemli olabilmektedir (Lens ve dig., 2001).

Anaerobik prosesleri kontrol eden kinetikler (6zellikle metanojenesisdeki yar
doygunluk sabiti K) sicaklik degisimlerine kars1 gok hassastiriar. Ornegin yapilan
bir ¢alismada, asetatin metana doniisiimiinde K degeri, sicakligin 35°C*den 25°C’e
diismesiyle 164 mg/I’den 930 mg/I’e arttift gézlenmistir. K degerindeki boyle bir
degisim, 6nemli derecede biyokiitle aktivitesini ve ¢ikig suyu kalitesini etkiler
(Speece, 1996).
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2.2.2 pH ve alkalinite

Biitlin biyokimyasal islemlerde oldugu gibi pH anaerobik proseslerin performansi
tizerinde 6nemli etkiye sahiptir. pH’1n enzimatik aktiviteyi etkiledigi bilinir. Ciinkii,
her enzim spesifik ve dar bir pH aralifinda aktifdir ve optimum pH’da maksimum
aktivite gosterir. pH’1n optimum degerden sapmasi ile birlikte aktivite azalir. pH,
kimyasallarin iyonizasyonunu etkilediginden hiicre i¢ine nutrientlerin ve toksik

maddelerin niifuz etmesinde de 6nemli rol oynar (Bitton, 1994).

pH Ozellikle anaerobik prosesler igin g¢ok 6nemlidir ¢iinkdi metanojenler pH’dan,
mikrobiyal topluluktaki diger mikroorganizmalara gore daha fazla etkilenirler. Sonug
olarak, metanojenik aktivite, pH’1n metanojenlerin optimum pH degerinden sapmast
ile diiger. 6,8 ile 7,4 arasindaki pH degerleri metanojenler i¢in genellikle optimum
sartlari saglar. Bununla birlikte, 6,4 ve 7,8 arasindaki pH degerlerinin de yeterli
aktiviteyi muhafaza etmek igin gerekli oldugu distintilmektedir (Grady ve dig.,
1999). McCarty (1964) metanojenler i¢in optimum pH araliginin 6,6-7,6 oldugunu
ileri stirerken, Anderson ve dig. (1982) 6,5-8,2 arasindaki pH degerlerinin
metanojenler i¢in uygun oldugunu belirtmislerdir.

pH aym zamanda asidojenik bakterilerin aktivitesini de etkiler; fakat bu etki
metanojenlere gore daha az 6nemlidir ve 6ncelikle asidojenik bakterilerin iirtinlerinin
yapisitu etkiler. Asidojenler i¢in optimum pH aralifi 5,0-6,0 arasinda olup bu pH
aralif1 metanojenler igin gerekli olandan daha diigiiktiir (Henze ve Harremous, 1983).

pH’daki bir azalma daha yiiksek molekiiler agirlikli UYA’lerinin iiretimini arttirir.
Asetik asit yerine, 6zellikle propiyonik ve biitirik asitin artmasina neden olur. Boliim
2.1.2’de bahsedildigi gibi bu duruma neden olan mekanizmalardan biri sistemdeki H;
artigidir. Hy’nin metanojenlerce kullanimi yavagladiginda birikmeye baglar bu durum
ise asetik asidin asidojenler tarafindan {iretimini yavaslatir ve asidojenlerin
metabolizmasint diger UYA’leri yOniine kaydirir. Hidrolitik mikroorganizmalarin

aktivitesi pH’1n nétral degerlerden sapmasindan en az derecede etkilenir.

UYA’lerinin organik maddenin stabilizasyonundaki ara drtinler olmasi ve
metanojenlerin pH’a hassasiyeti, pH degerinde goriilecek bir diislige kars1 anaerobik
sistemlerin kararsiz tepkiler vermesine neden olabilir. Bu kararsiz tepkiler, asidojenik
bakteriler tarafindan f{iretilen UYA artisi ile sonuglanan yiiksek hacimsel organik
yiikkleme nedeniyle gergeklesebilir. Artan UYA {iiretim hiz1 asetik asit ve hidrojeni
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kullanan metanojenlerin maksimum kapasitesini asarsa asin UYA birikmeye baglar
ve pH’in diigmesine neden olur. pH’daki diisme metanojenlerin aktivitesini azaltarak
metanojenlerin asetik asit ve hidrojen kullanimini diigiiriir. Bu durum ise UYA’nin
daha fazla miktarda birikmesine ve pil’in daha fazla azalmasmna neden olur. Bu
kosullar diizeltilmezse, pH’daki diislis gok hizl olur, daha yiiksek molekiiler agirlikli
UYA’leri birikir ve metanojenik aktivite neredeyse tamamen durur. Asidojenik
bakteri ve metanojenler arasindaki dengesizlife neden olan gevresel faktorleri
cozmek suretiyle onceki safhalarda bu durum diizeltilebilir. UYA tiretim hizinin
UYA maksimum tiiketim hizindan daha az oldugu noktaya kadar hacimsel organik
yiklemenin azaltilmasi suretiyle bu durumun iistesinden gelinebilir. Bu uygulama
sistemdeki asir1 UYA’lerinin tiiketilmesine izin verecek, dolayisiyla pH’1in tekrar
eski notral degerine donmesine sebep olacak ve metanojenlerin aktivitesi artacaktir.
Ardindan prosesin kendini iyilegtirmesi ile hacimsel organik ylikleme arttirilabilir.
Ekstrem kosullar altinda, yiiklemedeki azalma yaninda asagida agiklandigi gibi pH
ayar1 i¢in kimyasal ilavesinin de yapilmasi gerekir.

Kabul edilebilir pH arahgl’ic;erisinde anaerobik prosesin isler durumda olmasi igin
pH’1n 6ncelikle bikarbonat tamponlama sistemi tarafindan kontrol edilmesi gerekir.
Bikarbonat alkalinitesi, azot iceren organik maddenin bozunmasi ve reaksiyonda
tiretilen CO;, ile serbest kalan amonyak azotunun reaksiyonu sonucu {iretilir (Parkin

ve Owen, 1986).
C1oHi903N + 4,69H,0 — 5,74CH4 + 2,45CO; + 0,2CsH;0oN + 0,8NH/HCO;  (2.7)

Cozeltideki bikarbonat alkalinitesinin konsantrasyonu, biyoreakttriin pH’1 ve gaz
fazin CO; igerigi ile bagintilidir.

o P
Spian. = 6,3x10 4(%) (2.8)

Bu esitlikte; Sgikai. = mg/l CaCO; olarak bikarbonat alkalinitesi, Pco, = atmosfer
olarak gaz fazindaki CO,’in kismi basincim1 gdstermektedir.

Bu iligki, anaerobik proseslerin, 1000 ile 5000 mg/l CaCOs araligindaki bikarbonat
alkalinitesi ve %25 ile %45 CO, kismi basincinda ¢aligtify farzedilerek Sekil 2.3°de
gOsterilmigtir.
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Sekil 2.3 Anaerobik aritmada bikarbonat alkalinitesi, pH ve CO, yiizdesi arasindaki
iligki (Parkin ve Owen, 1986)

UYA’leri anacrobik proseslerde birikmeye basgladiginda mevcut bikarbonat
alkalinitesi ile nétralize edilir. Asetik asit, iyonize olmamig formda asidojenik bakteri
tarafindan serbest birakilir fakat, nétral pH’da asetat iyonu olarak bulunur. Asetik
asitin bikarbonat alkalinetesi ile asetata doniisiim reaksiyonu Esitlik (2.9)’da verildigi
gibidir.

HCO5 +HAc «>H,0 + CO, + Ac 2.9)

Burada, HAc = iyonize olmamusg asetik asit, Ac” = asetat iyonunu gdstermektedir.

Tolam alkalinite, UYA’leri ile bikarbonat iyonunun toplam konsantrasyonunu
gosterir. Eger, UYA’lerinin konsantrasyonu bilinir ve asetik asit olarak ifade edilirse
bikarbonat alkalinitesi toplam alkaliniteden hesaplanabilir.

Sgik.alk. = Stop.alk. — 0,71 (Suya) (2.10)

Burada Stepax. = CaCOj; olarak toplam alkalinite, Syya = asetik asit olarak ifade
edilen UYA’lerinin konsantrasyonu, 0,71 = asetik asit olarak ifade edilen UYA

konsantrasyonunun CaCQOj;’ta doéniistim faktdrtidiir.

Stabil olmayan ¢aligma sartlart altinda UYA’leri bikarbonat alkalinitesi ile

reaksiyona girerek bikarbonat alkalinitesinin konsantrasyonunu azaltir. Bunun
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yaninda CO, firetimi dolayisiyla gaz fazin CO, igerigi artar (Esitlik 2.9). Bikarbonat
alkalinitesinin nispeten yiiksek konsantrasyonda tutulmasiyla, artan UYA iiretiminin
bioreaktr pH’inda minimum bir azalma ile tolere edilmesi anaerobik proseslerin

stabil ¢aligmasi i¢in yapilan bir uygulamadir.

pH degisimleri uygun kimyasallarin ilavesiyle diizeltilebilir fakat kimyasallarin
secimi dikkatle yapilmalidir qunku ilave edilen bu kimyasallar reaktorde ilave toksik
etkiye neden olabilir. Genelde kullanilan kimyasallar, sodyum bikarbonat, sodyum
karbonat, kireg, sodyum ve potasyum hidroksit ve amonyaktir.

pH diizeltmesinde sodyum bikarbonat tercih edilir ¢iinkii etkisi daha uzun siirelidir
ve toksisite potansiyeli diisiiktiir. Sodyum bikarbonat (dolayisiyla bikarbonat
iyonlar) ilavesiyle Sekil 2.3’de goriildiigli gibi gaz fazin CO, igerigi degistirilmeden
pH arttirlacaktir.

Kireg, sodyum veya potasyum hidroksit eklenmesi (dolayisiyla OH™ iyonlarimn
ilavesi) pH’1 degistirir ¢linkii OH  iyonu bikarbonat olugturmak igin CO, ile
reaksiyona girer. Ornegin pH diizeltmesi icin kireg kullamldiginda asagida Esitlik
(2.11)’de goriilen reaksiyon gergeklesir.

Ca(OH), + 2CO, < Ca** + 2HCO;™ .11

Bu reaksiyon, gaz fazin CO, igeriginde bir azalma ve bunun sonucunda biyoreaktdr
pH’1nin artigim beraberinde getirir. Bununla beraber, prosesteki mikroorganizmalar
tarafindan tiretilen CO,, gaz fazin orjinal CO, igeriginin geri dSnmesine neden olacak
ve pH diigecektir.

Karbonat bazli kimyasallarin kullanimi, pH degisim biiylikliiglinii agagidaki Esitlik
(2.12)’de goriildiigii gibi azaltir.

Na;COs + H,0 + CO; < 2Na* + 2HCO5” (2.12)

Esitlik (2.11) ile karsilagtirildiginda, hidroksitten 2 mol HCOj3™ tiretmek igin 2 mol
CO, gerekirken, karbonattan 2 mol HCO;™ tiiretmek igin sadece 1 mol CO,
gerekmektedir. Bu nedenle, karbonat bazli kimyasallar, pH diizeltmesi i¢in
kullaniidiginda gaz fazdan CO;’in tiiketimi, hidroksil bazli kimyasallarin
kullaniimas: halinde tiiketiminin yarist olacaktir. pH’daki bu degisimler Sekil 2.4’de

gOsterilmigtir.

20



F
(=]

Normal anaerobik
- aryma smula
¥ . 'A .

8

20

10

Bivogazm karbondioksit icerigi (%)

250 500 1000 2500 5000 10000 25000

Bikarbonat alkalimitest mgCaCO3/L)

Sekil 2.4 Anaerobik proseslerde sivi fazin bikarbonat alkalinitesindeki degisim
etkilerinin ve/veya gaz fazin CO; igeriginin pH iizerine etkisi (Grady ve
dig., 1999)
Ornek olarak gaz fazindaki CO, igeriginin %40 ve bikarbonat alkalinitesinin 500
mg/l CaCO; oldugu, pH’1n yaklasik 6,3’e karsilik geldigi baglangig durumunda (1.
nokta), biyoreaktdr bikarbonat alkalinitesini 2100 mg/l CaCOs’a yiikseltmek igin
yeterli NaHCOj ilavesiyle biyoreaktor pH’t yaklasik olarak 6,9°a yiikselecektir (2.
nokta). Hidroksil bazli kimyasalin esdeger miktarda ilavesi ile 2100 mg/l CaCOs
bikarbonat alkalinitesinde sadece bir artig olmayacak aym zamanda gaz fazin CO,
icerigini de derhal azaltacaktir. Ciinkii hidroksil bazli kimyasal bikarbonat tiretmek
tizere COy’1 giderir (Esitlik 2.11).

Gazin CO; igerigindeki azalma, biyoreaktordeki rolatif gaz ve sivi hacimlerine bagh
olacaktir. Eger, karbondioksit ihtiyact mevcut miktara gére oldukca fazla ise negatif
bir basing meydana gelerek havanin gaz fazin igine girmesine neden olur ve oksijen
ile metanin patlayici bir karisimu meydana gelir. Ekstrem sartlar altinda, CO,’in
giderimi yapinin (reakt6r ¢atisiun) ¢dkmesi igin yeterli kuvette negatif bir basincin
olugsmasina neden olabilir. Kimyasal ilavesi sonras1 pH hizla yaklasik 7,5 degerine
ulagir (3. nokta). Bununla birlikte, biyokiitle tarafindan tiretilen ilave CO,, gaz fazin
icerigini denge orani olan %40’a kadar yiikseltecek ve pH 6,9’a diisecektir (3 — 2
¢izgisi). pH’daki bu ani degigimler, (6,3’den (1. nokta) 7,5’°a (3. nokta) ardindan
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tekrar 6,9°a (2. nokta)) prosese zarar verebilir. Ayrica, ¢alisma sirasinda pH kontrolii
zordur. Ciinki ilave edilen kimyasal - pH iligkisi ¢ok agik degildir. Na,COs gibi
karbonat bazli kimyasal ilavesinin etkisi, $ekil 2.4°de 4. nokta ile belirtilmistir. Bu
noktada, Na;COs’mn ilavesinden hemen sonra pH’in yaklagik 7,1 oldugu
gézlenmigtir. pH, CO, tiretildigi i¢in 6,9°a diisecek ve gazin CO, igerigi %40’a geri
dénecektir (2. nokta). Boylece, karbonat bazli kimyasallarin ilavesinin, hidroksit
bazli kimyasallarin ilavesi ile kargilagtirildiginda, pH’da daha az salimimlara sebep
oldugu goriilebilir.

pH ayarinda kullailan kimyasallarin katyonlar: da aym zamanda anaerobik
prosesleri etkiliyebilir. Kire¢ kullanimm kalsiyum konsantrasyonunu arttirir ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda CaCO; ¢6kmesiyle biyoreaktoriin etkili hacmi azalabilir.
Ayrica, Na', K ve Ca’" konsantrasyonlarmmn belirli degerleri asildigmda bu
katyonlar toksik etki gOsterir. Amonyak, aym zamanda amonyum bikarbonat
olusturmak igin CO, ile reaksiyona girdiginden pH ayarinda da kullanilabilir
(Reaksiyon 2.13).

NH; + H,O + CO, < NH4/HCO; (2.13)

Bununla birlikte amonyak ilavesi de hidroksit kimyasallar1 gibi pH’da degisikliklere
neden olacaktir. Ayrica, amonyak ytksek konsantrasyonlarda toksiktir. pH>8,0
degerlerinde aktivitenin aniden diigmesi ortamdaki iyonize olmamis amonyak miktari
ile ilgilidir. Tiim bu nedenlerden dolay1, pH ayarinda kullanilabilecek ideal kimyasal
yoktur ve bu kimyasallarin herhangi biri kullamldifinda duruma bagli baz

Onlemlerin alinmas1 gereklidir.

Gaz fazindaki CO,’in giderimiyle de pH kontrolii gerceklestirilebilir. Sekil 2.4°deki
5. noktada goriildiigii gibi, 2100 mg/l CaCOs olarak bikarbonat ilavesi ile elde edilen
ayn1 pH seviyesini olusturmak i¢in gazin CO, igerigini yaklagik %10’a indirmek
gerekecektir. Bu islem, gaz fazdan siirekli olarak CO, giderimi gerektirir (Grady ve
dig., 1999).

2.2.3 Niitrient ihtiyaci

Tiim diger biyokimyasal proseslerde oldugu gibi, anaerobik proseste var olan
mikroorganizmalar da ¢ogalma ve enzim aktiviteleri i¢in nutrientlere gereksinme

duyarlar. Anaerobik proseslerde giderilen KOI’nin sadece yaklasik %4-10u
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biyokiitleye doniistigiinden gerekli nutrient miktar1 aerobik proseslere gore ¢cok daha
diisiik olacaktir (Grady ve dig., 1999). Anaerobik mikroorganizmalarin nutrient
gereksinimleri Tablo 2.3’de verilmigtir.

Tablo 2.3 Anaerobik antmada gerekli niitrientler (Ritmann ve McCarty, 2001)

Element Gerekli niitrient  Miisade edilen agin Genel formiil
mg/gr KOI konsantrasyon mg/1
Makro nutrientler
Azot 5-15 50 NH; NH,CI,
NH4HCO;
Fosfor 0,8-2,5 10 NaH,PO,
Siilfiir 1-3 5 MgS0,7H,0
Mikro nutrientler
Demir 0,03 10 FeCl,.4 H,O
Kobalt 0,003 0,02 CoChL.2 H,0
Nikel 0,004 0,02 NiCh.6 H,O
Cinko 0,02 0,02 ZnCl,
Bakir 0,004 0,02 CuCl,.2 H,O
Mangan 0,004 0,02 MnCL.4 H,0
Molibden 0,004 0,05 NaMo04.2 H,O
Selenyum 0,004 0,08 Na;SeO;
Tungsten 0,004 0,02 Naw0,4.2 H,O
Bor 0,004 0,02 H3BO;
Genel Katyonlar
Sodyum 10-200 NaCl, NaHCO;
Potasyum 200-400 KCl
Kalsiyum 100-200 CaCl,.2 H,O
Magnezyum 75-250 MgCl,

Evsel atiksular ve aritma tesisi ¢gamurlarn ¢ogalma icin gerekli tiim niitrientleri
icerirler. Fakat, cogu endiistriyel atiksularin anaerobik aritiminda genellikle digardan

besi maddesi ilavesine gerek duyulur.

Cogalma igin gerekli inorganik niitrientler arasinda azot ve fosfor temel besi
maddeleridir. Hiicre agirhigimin %12’sini azot, %2’sini ise fosforun igerdigi tesbit
edilmistir (Ritmann ve McCarty, 2001). Azot ve fosfor ihtiyac iire, fosforik asit gibi

kimyasallardan kargilanabilir.

Genellikle oncelikli niitrientler en yiiksek konsantrasyona sahiptir ve Y ile belirtilen
biyokiitle sentez hiz1 {izerinden oranlanir. Uygulamalarda, C:N oram substrat dzelligi
ile etkilesir ve KOI cinsinden &lgiiliir (Speece, 1996).

Makro niitrientler igin hesaplanan teorik biyokiitle doniiglim sabitleri ve optimum

KOI/N/P oranlarinin farkli organik maddelere gore degisimi Tablo 2.4°de verilmistir.
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Table 2.4 Anaerobik aritmada cesitli organik maddeler igin, teorik biyokiitleye
doniistim katsayilari (Y) ve optimum KOI/N/P oranlar1 (Oztiirk,1999)

Y(grUKM/grKOl,;q) Optimum KOI/N/P

Asetik asit 0,038 1420/607/1
Propiyonik asit 0,12 451/6,7/1
Butirik asit 0,16 338/6,7/1
Uzun zincirli yag asitleri 0,14 386/6,7/1
Karbonhidratlar 0,22 246/6,7/1
Yaglar 0,14 386/6,7/1
Proteinler 0,13 -
*gr/gr protein

Toplam KOI esas alindiginda Tablo 2.4’deki degerlerin daha diisiik seviyelerde
tutulmas: gerekir. Aynica ¢amur yagmin ¢ok uzun tutuldugu durumlarda KOI/N/P
orant da (niitrient ilavesi) uygun sekilde diisiiriiimelidir. Biyokiitle olusumunun hizl
oldugu isletmeye alma dénemlerinde KOI/N/P oram 300/5/1 — 500/5/1 arahgmda
tutulur. Kararh igletme hallerinde 700/5/1 oram uygulanabilir (Oztiirk,1999).
Bununla beraber bazi aragtirmacilar tarafindan, optimum gaz tiretimi igin C:N
oraniin 25-30/1 olmast gerektigi tartigilmaktadir (Bitton, 1994).

Nitrat ve nitrit, anaerobik aritmada denitrifikasyon yoluyla muhtemelen
giderileceginden azot, anaerobik aritmada indirgenmis formda (NHj3 veya organik
amino-azot) bulunur. Cogalma igin gerekli konsantrasyonda azotun reaktSrde
bulunmasi, hiz kisitlayici faktdr olmamasi igin gereklidir. 50 mg/l’yi asan bir
konsantrasyonda azot, hiz kisitlayici durumun yasanmamasi i¢in yeterli olacaktir

(Ritmann ve McCarty, 2001).

Metanojenler, en az fosfor kadar siilfiire gereksinim duyarlar. Orjinal atiksularda
mevcut siilfat yoluyla, siilfiir ihtiyac genellikle kargilanabilir. Eger, siilfiir yetersizse,
siilfat ilave edilebilir. Fakat sisteme asin siilfat dozlamas1 yapilmamalidir. Clinkii
siilfatin varhiginda siilfat indirgeyici bakteriler hidrojen ve asetat gibi substratlar igin
metanojenlerle rekabete girerek metan fretimini sirlarlar, siilfatin - silftire
indirgenmesi sistemde bir¢ok olumsuz etkilere neden olabilir. 50-200 mg/l’i asan
iyonize olmamus siilfiir seviyeleri metanojenler i¢in toksik olsa da, iyonize olmamis
siilfiire metanojenler tarafindan temel bir kiikiirt kayanag: olarak ihtiyag duyulur
(Speece, 1983).

Anaerobik sistemlerde ¢zellikle metanojenlerin temel enzimlerini etkinlestirmek i¢in

iz metallere ihtiya¢ duyulur.
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Aragtirmacilar anaerobik proseslerin performansim arttrmak i¢in Fe, Ni, Co, Mo,
Zn, Se, Mg, Ca, Cu, Mn’1 gerekli 6nemli metaller olarak rapor etmislerdir (Shen ve
dig.,1993). Gerekli iz metalerin listesi Tablo 2.3’de verilmigtir

Her iz elementin gerekli miktar1 konusunda literatiirde farkli yaklagimlar soz
konusudur. Genellikle, 40 mg/l’e kadar yliksek konsantrasyonda demire ihtiyag
duyulurken, dier iz elementlerin 1 mg/l veya daha az konsantrasyonlar1 yeterli
olabilir. Nikel 10 pM kadar diisik konsantrasyonda metan {retimini anlamli
derecede arttirir (Williams ve dig., 1986).

Fe, Ni, Co ve Mo’in metanojenlerin temel enzimleri igin gerekli oldugu bilinir ve
etkili bir anaerobik aritma igin herzaman bu metallerin mevcut olmasi gerekir. Fe, Co
ve Ni gibi iz metallerin varlify Methanosarcina’in baskin olmasi igin Snemli bir
faktordiir (Speece, 1996)

Nikel ilavesi, metanojenlerin asetat kullanim oranim giinde gr UAKM basina 2
gr'dan 10 gr asetata kadar arttirabilir (Speece ve dig., 1983).

Florencio ve dig. (1994), metanol ayristiran anaerobik mikroorganizmalardaki her
besinsel grubun {izerine kobaltin etkisini incelemislerdir. Aragtiricilar, Co
ilavesinden sadece metilotrofik metanojenlerin ve asetanojenlerin etkilendigini oysa,
H; ve CO, veya asetat gibi ara f{irlinleri kullanan diger besinsel gruplarin fazla
etkilenmediklerini  bulmuglardir.  Anaerobik  mikroorganizmalarin  niitrient

gereksinmeleri, kullanilan substrata ve tiirlere gére degisebilir.

Maya ekstresi ilavesinin anaerobik proseste uyarici etki yaptifi belirlenmistir
(Streicher ve dig., 1990; Shen ve dig., 1993). Maya ekstresi gesitli vitaminleri
ozellikle suda ¢oziinen B vitaminlerini icerir. Shen ve dig. (1993), yukan akigh
anaerobik ¢amur yatakli reaktdre maya ekstresi ilave edildiginde, bakteriyal ¢ogalma
hizinin yiikseldigini, muhtemelen mikroorganizmalarin iki kat1 kadar gogalmasi igin
gerekli siireyi azalttigindan dolay: reaktor icinde daha fazla bakterinin kaldigint
belirlemislerdir. Sonu¢ olarak, KOI giderim hiz1 yilkselmigtir. Fakat, arastincilar
maya ekstresinin mikroorganizmamin spesifik aktivitesini arttirmadifim not

etmiglerdir.

Giinlimiizde niitrientlerin Snemi oldukga iyi bir sekilde anlagilmig olmasina ragmen,
gerekli niitrientlerin yoklugundan dolay: hala diisiik verimle c¢alisan prosesler

s6zkonusu olabilmektedir. Ornegin Speece (1988) biyokiitleye demir, kobalt ve/veya

25



nikel ilave edildiginde, 30 anaerobik ¢amur ¢iriitiiclinlin 8’inde gaz firetimi ile

birlikte gbzlenen asetat ve propiyonat kullamiminda %100°lik bir artiy belirlemistir.

Mikroorganizmalar ¢oziinmii formdaki niitrientleri kullanabildiklerinden ¢ogalma
icin gerekli siilfiir ve metallerin ¢6ziinmeyen kompleksler olusturmasi anaerobik

aritmada yasanan temel zorluklar arasindadir.

Mikroorganizmalar ayrica Na*, K*, Ca®* ve Mg”" gibi katyonlarn dengeli olarak
bulundugu bir ortama ihtiya¢ duyarlar. Bu katyonlarin ihtiyag duyulan minimum
konsantrasyonlar1 genellikle 40-60 mg/l araligindadir. Fakat, eger bu katyonlardan
biri drnegin Na’, alkalinite ihtiyacin1 karsilamak igin NaHCO3, NaCO3 veya NaOH
olarak ilave edilirse katyonlar arasindaki denge bozulabilir. Bu ttir dengesizlik diger
katyonlarin, 6zellikle potasyumun artttirilmastyla hafifletilebilir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalar gostermistir ki; bakterilerin ¢ogalmast i¢in gerekli olan
cok Onemli niitrientler bile bazi atiksularda eksik olabilmekte ve bu niitrientlerin
ilavesi mikrobiyal aktivetenin dengeli bir sekilde devamu i¢in gerekli olmaktadir.

2.2.4 inhibitor ve toksik maddeler

Anaerobik aritma prosesine toksik veya inhibe edici yonde etki eden birgok madde
vardir. Bu maddeler sisteme atiksu igerigi ile girebilecegi gibi metabolik faaliyetler

sonucu da liretilebilir.

Toksisite, iki nedenle aerobik aritmaya kiyasla anaerobik aritma igin daha biiyiik bir
problemdir. Birincisi, aritilan organik madde konsantrasyonlar1 genellikie gok daha
fazladir ve daha yliksek konsantrasyonda atiksu organik maddesi ile birlikte
inhibitorleri de igeren diger maddelerin konsantrasyonlarn da daha yiiksek olacaktir.
Ikincisi, anaerobik mikroorganizmalarin 6zgiil gogalma hizlar ¢ok daha diisiiktiir.
Disilk ¢ogalma hizlari, ekonomik olarak kabul edilebilir olan biyolojik emniyet
faktoriiniin daha diigiik oldugu, bu nedenle anaerobik islemi genel olarak ¢ok biiytlik
riske soktugu anlamina gelmektedir. Ek olarak, yavag g¢ogalma hizlan nedeniyle
iyilesme siiresi de uzar (Ritmann ve McCarty, 2001).

“Toksik™ terimi gorecelidir ve bir maddenin toksik ve inhibitér etki gdsterdigi
konsantrasyon, bir mg/l’den binlerce mg/I’e kadar degisim gosterebilir. Sekil 2.5

biyolojik sistemlere eklenen birgok maddenin genel etkisini gostermektedir.
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Sekil 2.5 Biyolojik proseslerdeki reaksiyon hizi tlizerine bir inhibitér
konsantrasyonunun etkisi (McCarty, 1964)

Aktiviteyi uyarici etki, agir metal tuzlar igin sadece 1 mg/l gibi ¢ok diisiik
konsantrasyonlar iken, Na* ve Ca®’ tuzlan igin bu etki 100 mg/l {izerindeki
konsantrasyonlara degisebilir. Konsantrasyonun, uyarict konsantrasyon seviyesinin
{izerine ¢ikmastyla biyolojik aktivite hizi diismeye baglar. Inhibisyonun belirgin
oldugu noktaya ulagiidifinda, biyolojik aktivite hizi, inhibitér maddenin ortamda
bulunmadi@1 durumlarda meydana gelenden daha azdir. Son olarak, oldukga yiiksek
konsantrasyonlarda ise biyolojik aktivite hiz1 sifira yaklagir.

Toksisite, Sekil 2.5°den de goriildiigi gibi goreceli bir kavramdir. Cok fazla sayida
madde, diisiik konsantrasyonda tetikleyici (uyarici) iken yiiksek konsantrasyonlarda
bulunduklarinda performansta inhibisyona neden olurlar. Mikroorganizmalar, aligma
stiresi tamindiginda, inhibitér maddelere bir miktar uyum saglama yetenegine
sahiptirler. Bazi mikroorganizmalar, baz1 inhibitor maddelere digerlerine gére daha
az duyarhdir, bu nedenle, bu problemle kullanilacak daba iyi bir kiiltlir bulunarak
basa ¢ikilabilir. Mikrobiyal topluluklar degistikleri ve uyum saglayabildikleri igin
verilen maddelerin toksik konsantrasyonlari ile ilgili sonuglar g¢ikarmak zordur
(Ritmann ve McCarty, 2001).

Metanojenler, tiim anaerobik mikroorganizmalar arasinda, toksisiteye kargt en hassas
gruptur. Metanojenesisin inhibisyonu, genellikle azalmig metan {iretimi ve ugucu yag
asitlerinin artan konsantrasyonu ile belirlenebilir. Metanojenlerin birgok toksik

maddeyi belirli diizeylere kadar tolere edebildigi de bilinmektedir. Ayrica, belirli
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konsantrasyonlarin altinda birgok toksik maddenin anaerobik olarak aritilabilir
olmasi, toksik etkisini de azaltabilir. Anaerobik mikroorganizmalarin toksik
maddelere alistirilabildigi ve toksik etkilerin belirli diizeylerin altinda geri dénebilir
oldugu da bir gergektir (Speece, 1996). Yapilan c¢aligmalar, gaz {iretimi
stfirlandifinda metanojenlerin 6ldtigii varsayiminin kesin olarak dogru olmadigimni
gbstermigtir. Caligmalarda test edilen 30 toksik maddenin ¢ofu igin sistemler,
yaklagik 50 giin gibi ihmal edilebilir gaz lretiminin sonrasinda hizla ve tamamen
geri dénmiislerdir. Bu durum toksisitenin tersinir oldugunun bir géstergesidir (Sekil
2.6).

100 :
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Sekil 2.6 Kloroforma gaz iiretiminin yamti (Parkin ve Owen, 1986)

Anaerobik proseste uygun bir ¢amur yaginin muhafaza edilmesi, metanojenlerin
toksik maddelere aklimasyonu agisindan ¢ok Snemlidir. Ciinkii proseste en hassas
organizma olan metanojenler yavag ¢ogalirlar ve toksik maddeler bakteriyal {ireme
sliresini arttirarak onlarin gogalma kinetiklerini degistirirler. Eger camur yag1 ¢ok
diisiikse, aktif olmayan metanojenler aklimasyon Oncesi sistemden yikanacaktir.
Yapilan ¢aligmalar, uygun bir camur yagi ile aklime olmamus sistemlerde inhibisyona
neden olan toksik madde konsantrasyonundan 20 ile 50 kez daha yiiksek
konsantrasyonlann bile sistemin veriminde diigme olmadan tolere edilebildigi

belirtilmigtir (Parkin ve Owen, 1986).

Bir maddenin toksik etkisi, ortamdaki konsantrasyonuna, sisteme verilig tarzina,

mikroorganizmalarla temas siiresine, camur yasina ve benzeri parametrelere baghdir.

Inhibisyon, mikroorganizmalarin maksimum spesifik ¢ogalma hizlarinda azalmaya
neden olur. Bu nedenle, ortamda inhibit6r yokken iiretilen aym kalitede ¢ikig suyunu
olugturmak igin biyokimyasal siirecin ¢amur yasim arttirmak gerekir. Fakat inhibit6r
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konsantrasyonu yeterli derecede yiiksekse toksik etki gosterir ve mikroorganizmalar

olerek tlim prosesin basarisizlikla sonuglanmasina neden otur.

Literatlir, inhibisyon ve toksisite arasinda agik bir farkhilik g6zetmemistir. Bu
nedenle, bu iki terim tam anlamiyla yorumlanamaz. Fakat genelde, bir bilesenin
konsantrasyonu arttinlirken inhibisyon toksisite dncesi olusur (Grady ve dig., 1999).

Inhibitér etkiye sahip en dnemli inorganik maddeler, alkali ve toprak alkali tuzlar,
amonyak, siilfiir ve agir metallerdir. Ayrica siilfat, siilfat gideren bakteri tarafindan
bir elektron alic1 olarak kullanilir. Elemental stilfiir ve organik siilfiir bilegikleri de
olugmakla birlikte, reaksiyon sonucu ara tirlin olarak H,S aciga ¢ikar. Siilfat gideren
bakteriler, metanojenlerle aym enerji kaynaklarim kullanirlar. Siilfat gideren
bakteriler enerjetik olarak metanojenlere gore daha avantajli olduklarindan, metan
tiretimine dogru olan elektron akigim siilfat giderimine ¢evirerek reaktdrdeki metan

{iretiminin diigmesine yol agarlar.

Atiklardaki materyallerin anaerobik aritmaya olas: toksik etkileri, en iyi, anaerobik
toksisite deneyi gibi laboratuvar biyodeney islemleriyle saptanabilir (Owen ve dig.,
1979).

2.2.4.1 Ugucu asitler

Literatlirde ugucu yag asitlerinin metanojenleri dogrudan mi1 yoksa dolayl olarak ma1
inhibe ettigi hala tartigilmaktadir (Parkin ve Owen, 1986).

Onceleri 2000 mg/l {izerindeki UYA konsantrasyonlarinin metanojenlere inhibitor
oldugu ileri siirlilmesine ragmen pH’in nétrale yakin araliklarda tutulmasiyla ne
asetik asitin ne de biitirik asitin 10,000 mg/I’e kadar konsantrasyonlarda metan
olusumunu inhibe etmedigi (Hobson ve Show, 1976), 6000 mg/l propiyonik asitin
asetonojenleri inhibe ettigi (McCarty ve McKinney, 1961) belirlenmisgtir.

Andrews (1969) ve Kroker ve dig. (1979) UYA’lerinin iyonize olmamig formlarinin
metanojenler i¢in toksik oldugunu belirtmislerdir. Inhibisyonun 30-60 mg/l iyonize
olmamis UYA’leri seviyelerinde olustugunu rapor etmislerdir.

UYA zayif asitlerdir nétral pH’da goguniukla ayrigirlar. Iyonize olmamis UYA
konsantrasyonu anaerobik prosesin pH’ma baghdir. Ornegin; yaklasik 5500 mg/l

toplam asit konsantrasyonu pH 7,0’de 30 mg/l iyonize olmars asetik asit

konsantrasyonunun olugmasi igin gerekir. Diger taraftan, pH 6,5°ta sadece 1800 mg/1
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toplam asetik asit konsantrasyonu ayni iyonize olmamus asetik asit konsantrasyonunu

olusturur (Parkin ve Owen, 1986).

Heyes ve Hall (1981), inhibisyonun nedenini iyonize olmamig UYA’den ¢ok
asetojenesis sirasinda tiretilen H,’den kaynaklanabilecegini ileri stirmiiglerdir.
Metanojenlerin ¢ogalmasi i¢in pH degerleri normal aralik igersinde (6,8-7,4) kaldif
slirece ugucu asitlerin yiiksek konsantrasyonlarinin tolere edilebilecegi agiktir. Bu
araligin altinda kalan pH degerleri i¢in pH’in etkisi 6nemli olacaktir ve iyonize
olmamis UYA’lerinin neden oldugu inhibisyonu siddetlendirecektir (Grady ve dig.,
1999).

2.2.4.2 Alkali ve toprak alkali tuz toksisitesi

Na*, K, Ca** ve Mg* gibi alkali ve toprak alkali metallerin tuzlarmmn
konsantrasyonlar1 endiistriyel atiksularda ¢ok yiiksek olabilir ve anaerobik aritmanin
verimsizligine hatta ¢6kmesine neden olabilir. Fakat, evsel atik ¢amurlarinda bu
tuzlarin konsantrasyonu, pH kontrolii igin yliksek konsahtrasyonda verilmedikge
toksik etkiye neden olmaz. Cok yiiksek ugucu asit konsantrasyonlari, NaHCO; ya da
diger Na' igeren bazlarin eklenmesiyle kontrol altina alinmaya galisilirsa, olusan

yiiksek tuz konsantrasyonu nedeniyle inhibisyon olusabilir.

Toksisitenin, tuzun anyonundan g¢ok katyonu ile ilgili oldugu belirtilmistir. Bu
katyonlarin mikrobiyal gogalma fizerinde inhibitor etkisinin yapisi ¢ok komplekstir
(McCarty, 1964; Parkin ve Owen, 1986).

Tablo 2.5’de bu tuzlarin katyonlarimin anaerobik aritmada uyarici ve inhibe edici
konsantrasyonlar: verilmigtir.

Tablo 2.5 Alkali ve toprak alkali katyonlarin uyarict ve inhibitér konsantrasyonlar

(McCarty, 1964)
Konsantrasyon mg/l
Katyon Uyana Orta derecede Kuvvetli
inhibitor inhibitor
Sodyum 100-200 3,500-5,500 8,000
Potasyum 200-400 2,500-4,500 12,000
Kalsiyum 100-200 . 2,500-4,500 8,000
Magnezyum  75-150 1,000-1,500 3,000

Uyaric1 olarak listede yer alan konsantrasyonlar, proseste maksimum verime neden

olacagindan, sistemde bulunmasi arzu edilen konsantrasyonlardir. Orta derecede
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inhibisyona neden olan konsantrasyonlar genellikle tolere edilebilir fakat
mikroorganizmalarin bu konsantrasyonlara aligmasi gerekir. Bu konsantrasyonlar
sisteme ani olarak verildiginde, prosesin birkag giinden bir haftaya kadar zaman
periyotlarinda 6nemli bir sekilde gecikmesine neden olabilir. Kuvvetli inhibitor
olarak listelenmiy konsantrasyonlar ise genellikle proses veriminin hizla diigmesine

neden olurlar ve etkili bir aritma igin gerekli stire agir1 uzun olabilir.

Bu katyonlarin birlikte bulunmasi s6z konusu oldugunda, bazi katyonlar diger
katyonlarin etkisini azaltacak tarzda antagonistik olarak haraket ederlerken, digerleri
diger katyonlarn toksik etkisini arttiracak tarzda sinerjistik etki gOsterebilirler.
Ornegin, iki katyon orta derecede inhibitdr konsantrasyonlarinda sistemde mevcutsa
inhibisyon artabilir. Bu, sinerjistik etki olarak bilinir. Cilinkii, iki hafif metal
katyonunun birlikte etkisi, ayrt ayri olusturacaklar1 inhibitdr etkiden daha fazla
olacaktir. Ikinci olarak, bir hafif metal katyonunun neden oldugu inhibisyon, eger
diger hafif metal katyonlari onlarin uyarici konsantrasyonlarimin altindaki
konsantrasyonlarda mevcutsa artabilir. Son olarak, katyonlarin uyarici
konsantrasyonlar1 mevcutsa bunlar, orta derecede bir inhibitér konsantrasyonunda
bulunan diger herhangi bir katyonun sebep oldugu inhibisyonun miktarim azaltmaya
yardim edecektir (Ritmann ve McCarty, 2001).

Na” ve K bu amaca en uygun antagonistlerdir, uyarici konsantrasyonlarda ok etkili
olurlar. Ca?* ve Mg®" genelde zayif antagonistlerdir ve sisteme ilave edildiklerinde
diger katyonlarin neden oldugu toksik etkiyi azaltmaktan gok arttirabilirler. Fakat,
eger sistemde difer antagonistik bir katyon mevcutsa bunlar uyarici olabilirler.
Ornegin, 7000 mg/l Na* anaerobik aritmamn gecikmesine neden olabilir, 300 mg/1
K* sisteme ilave edilirse gecikme %80 diisebilir. Fakat, daha sonra 150 mg/l Ca®*
ilave edilirse inhibisyon tamamen giderilebilir. Ca®*, K™ igermeyen bir sisteme ilave
edilirse, tiim sistemde faydali etki olusturmaz. Antagonistlerin kloriir tuzlar: olarak
ilavesi en uygundur. Eger boyle ilaveler yeterli derecede yararli degilse veya
ekonomik degilse o zaman toksik tuz konsantrasyonlari igin en iyi ¢6ziim atifin

seyreltilmesidir (McCarty, 1964).

2.2.4.3 Organik bilesikler

Anaerobik proseslerde inhibisyona neden olan organik solventler, alkoller ve uzun

zincirli yag asitleri gibi bir ¢ok organik madde vardir. Bu organik maddeler
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genellikle kimya endistrisi gibi bazi endiistriyel atiklarda mevcuttur. Yiiksek
konsantrasyonlarda anaerobik sistemlere toksik olan birgok organik kimyasal, diigiik
konsantrasyonlarda anaerobik mikroorganizmalar i¢in besin kaynagi olarak islev
gorebilir. Uygun bir tasarimla, bu tiir kimyasallar anaerobik sistemlerde aritilabilir.
Fenol bu tiir bir kimyasaldir. Anaerobik sistemde zararsiz kimyasallara gevrilebilen,
potansiyel olarak toksik olan diger bir organik kimyasala dmek olarak kloroform
verilebilir (Ritmann ve McCarty, 2001).

Organik icerikli atiklar, anaerobik sisteme stirekli olarak beslendiginde bu maddeler
reaktore ilave edilir edilmez hizla ayrigir ve prosesteki konsantrasyonlari, beslendigi
konsantrasyonun ¢ok altinda muhafaza edilebilir (McCarty, 1964)

Organik kimyasallarin yeterli aklimasyonu ile biyolojik olarak ayrigtiriimast
miimkiin olabilir (McCarty, 1964; Blum ve dig., 1986; Parkin ve Owen, 1986;
Speece, 1996).

Tablo 2.6’da baz1 organik bilegenlerin inhibitor konsantrasyonlar: verilmistir.

Tablo 2.6 Anaerobik proseslere organik bilesenlerin inhibitér konsantrasyonlar

(Parkin ve Owen, 1986)

Bilesen Inhibitér konsantrasyonu mg/l
Fomaldehit - 50-200
Kloroform 0,5
Etil benzen 200-1,000
Etilen dikloriir 5
Kerosen 500
Lineer ABS (deterjan) Kuru agirlikca %1

Tablo 2.7°de birkag organik bilesenin anaerobik proses tizerine rolatif etkileri
verilmistir. Bu tablolardan mevcut konsantrasyon araliklari, anaerobik kiiltirlerin bu
bilesenlere alistirimadan maruz kaldiklarinda gosterdikleri tepkiyi gostermektedir.
Fakat, aklimasyonla anaerobik kiiltiirlerin bu degerlerin 20 ile 50 kez fazla
konsantrasyonunu tolere edebildikleri bulunmugtur (Parkin ve Owen, 1986).

Tablo 2.8’de baslangigta inhibitér iken aklimasyonla biyolojik olarak ayristinilabilen
petrokimyasal atiksu bilesenlerinin listesi verilmigtir. Aklimasyon sirasinda
metanojenlerin aktivitesi bir miktar diigebilir. Fakat uzun bir periyottan (50 giin veya
daha fazla) sonra bile mikroorganizmalar bu bileseni ayngtirma kabiliyetine sahip

- olabilirler.
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Tablo 2.7 Anaerobik proseslere organik bilesenlerin goreceli konsantrasyonu (Parkin

ve Owen, 1986)
Bilesen %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon,
mM
1-Kloropropen 0,1
Nitrobenzen 0,1
Akrolein 0,2
1-Kloropropan 1,9
Formaldehit 2,4
Lorik asit 2,6
Etil benzen 32
Akrilonitril 4
3-Kloro-1,2-propandiyol 6
Krotonaldehit 6,5
2-Kloropropiyonik asit 8
Vinil asetat 8
Asetaldehit 10
Etil asetat 11
Akrilik asit 12
Katesol 24
Fenol 26
Anilin 26
Resorsinol 29
Propanal 90

Klorlanmig  alifatiklerin  metanojenlere  toksisitesi, aerobik  heterotrofik
mikroorganizmalara toksisitesinden ¢ok daha fazladir (Blum ve Speece, 1992).
Kloroform, metanojenlere ¢ok toksiktir ve 1 mg/I’nin tizerindeki konsantrasyonlarda
metan {retiminin tamamen durmasina neden olabilir (Hickey ve dig., 1987). Bu
bilegige aklimasyon, metanojenlerin toleransini 15 mg/1 kloroforma kadar arttirabilir.
Metanin tekrar olusmasi, biyokiitle konsantrasyonuna, ¢amur yasina ve sicaklifa
baghdir (Yang ve Speece, 1986).

Metanojenlerin saf kiiltiirleri, (Methanothrix concilii; Methanobacterium espanolae;
Methanobacterium bryantii) benzen tiirevleri (benzen, toluen, fenol, pentaklorofenol)
tarafindan inhibe edilebilir. Pentaklorofenol, test edilen tiim benzen tiirevleri i¢inde
en toksik olamdir (Patel ve dig., 1991). Fenolik bilesikler igersinde, metanojenesisi
inhibisyon sirasi; nitrofenoller > klorofenoller > hidroksifenoller olarak belirlenmigtir

(Wang ve dig., 1991).

33



Tablo 2.8 Zenginlestirilmis metanojenik kiiltlirler tarafindan metabolize edilen
petrokimyasallar (Parkin ve Owen, 1986)

Petrokimyasal
Asectaldehit Formaldehit Fitalik asit
Aseton Formik asit Propanal
Adipik asit Fumarik asit Propanol
1-Amino-2-propanol Glutarik asit 2-Propanol
4-Aminobutirik asit  Gliserol Propiyonik asit
Benzoik asit Hegzanoik asit  Propilen glikol
Butanol Hidrokinon Resorsinol
Butiraldehit Isobutirik asit  2-butanol
Butirik asit Maleik asit 2-butilamin
Katesol Metanol Sorbik asit
Krotonaldehit Metil asetat Suksinik asit
Krotonik asit Metil etil keton 3-butanol
Etil asetat Nitrobenzen Valerik asit
Etil akrilat Fenol Vinil asetat

Metanojenesisin 100 mg/I’lik bir formaldehit konsantrasyonunda ciddi sekilde inhibe
oldugu fakat, daha diisiik formaldehit konsantrasyonlarinda iyilestigi gériilmiigtiir
(Hickey ve dig.,1987; Parkin ve Speece, 1982).

Uzun zincirli yag asitleri (kaprilik, kaprik, lorik, miristik, oleik asitler) asetat ile
beslenen ¢amurda asetoklastik metanojenlerin (Methanothrix spp.) aktivitesini inhibe
ederler (Koster ve Cramer, 1987).

Taninler; tiziim, muz, elma, kahve, fasulye ve tahillardan kaynaklanan fenolik
bilesiklerdir. Bu bilesikler genellikle metanojenlere toksik etki yaparlar. Gallotannik
asit metanojenlere yiiksek oranda toksik iken, monomerik tiirevleri, gallik asit ve
pirogallol ¢ok daha az toksiktir (Field ve Lettinga, 1987). Tanninlerin, metanojenleri,
ulagilabilir enzim bélgeleriyle etkileserek inhibe ediyor olmasi olasidur.

2.2.4.4 Siilfir

Siilfiir toksisitesi, anaerobik atiksu aritmasinda tercihen bir elektron alicis1 olarak
kullanilan (siilfiire doniigen) stilfati ve siilfiir iceren organik maddeleri (proteinler)
yiiksek konsantrasyonlarda igeren atiksularda sik kargilagilan bir problemdir.

Anaerobik aritmada siilfat, siilfat gideren bakteri tarafindan bir elektron alicisi olarak
kullanilir. Elementel siilflic ve organik siilfiir bilesikleri de olusmakla birlikie,
reaksiyon sonucu ara iiriin olarak HoS agiga ¢ikar. Metanojenlerin baslica enerji

kaynaklar1 asetik asit ve hidrojendir. Siilfat gideren bakterilerde aym enerji
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kaynaklarim1 kullanir ve aym substrat i¢in metonojenlerle rekabete girer. Siilfat
gideren bakteriler enerjetik olarak metan bakterilerine gore daha avantajli
olduklarindan metan {iretimine dofru olan elektron akigim siilfat giderimine

gevirerek reaktdrde metan iiretiminin diigmesine neden olurlar (Oztiirk, 1999)

Anaerobik aritmada tiretilen siilfiirler, onlarla ortak olan katyonlara bagli olarak
¢Ozlinmii veya ¢oziinmemis formda bulunabilirler. Demir, ¢inko ve bakir gibi agir
metallerle kompleks yapan silftir, ¢ozeltiden ¢okerek aynldigindan
mikroorganizmalar igin zararli degildir. En fazla inhibitér olan ¢oziinebilir form
oncelikle iyonize olmamig H,S formudur. Sadece ¢oziiniir siilflirler (H,S, HS™ ve S?2)
inhibitdrdiir ve 200 mg/’nin iizerindeki konsantrasyonlarda kuvvetli inhibisyona
neden olurlar. Oysa, 100 mg/l’e kadar konsantrasyonlarda ¢ok az veya hig
aklimasyon gerektirmeden aritmada tolere edilebilirler. 100-200 mg/l arasindaki
konsantrasyonlarda, aklimasyon sonrasi tolere edilebilirler (Lawrence ve McCarty,
1965; McCarty, 1964; Parkin ve Owen, 1986).

Asit olugturan bakteriler metanojenlere gére H,S’e daha az duyarlidirlar. Hidrojen
oksitleyen metanojenlerin ise asetoklastik metanojenlere gére daha duyarli oldugu
belirlenmistir (Bitton, 1994). 56 mg/I’den daha yiiksek H,S konsantrasyonlarinin,
sellilozun metana déniigiimiini inhibe ettigi gdzlenmistir (Khan ve Trottier, 1978).
Aym aragtirmacilar, siilfiir bilesiklerinin zehirlilik etkilerini H,S>Toplam ¢6ziinmiis
stilfiir (HoS+HS™+S2)>Siilfiir>Tiosiilfiir>Siilfat olarak siralamslardir. Koster ve dig.
(1986) pH’a bagh olarak metanojenlerin aktivitesinin 7,4 mM (250 mg/l) H,S
konsantrasyonu veya 25,8 mM (825 mg/l) toplam ¢Oziinmiis siilfiir
konsantrasyonlarinda %50 inhibe oldugunu rapor etmislerdir. Aragtirmacilar, 1,16
litre serum sigeleri kullanarak gerceklestirdikleri deneyde, as1 olarak patates atii
aritan yukar1 akisli anaerobik ¢amur yatakli reaktdrden aldiklar biyokiitleyi ve
substrat olarak asetat kullanmiglardir. Bu ¢alismada, metanojenlerin aktivitesinin,
disiik pH’da H,S konsantrasyonuna, yiiksek pH’da ise toplam ¢Sziinmiig stilfiir
konsantrasyonuna bagli oldugunu bulmuglardir.

H,S, nispeten ¢6ziinmeyen bir gazdir ve normal gaz {iretimi aracilifiyla ¢6zeltiden
kismen aynlir. Anaerobik aritmada nétr bir pH igin hemen hemen tiim ¢oziinebilir
stilfiir ya H,S ya da HS™ formundadir. Cozeltide asla yliksek konsantrasyonda
bulunmasa da, birgok metalle ¢okelti olusturdugundan S de dnemlidir.
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Siilftirtin - farkli fazlar arasindaki dagidum, karbondioksit/bikarbonat/karbonat
etkilesimine benzer (Ritmann ve McCarty, 2001).

o] [ms]
T

] 5]

s

H,S=HS +H', pK,1=7,04 (2.14)

HS =H"+8% =K,,, pKa2=129 (2.15)

Siv1 fazdaki HS™ konsantrasyonu pH’a baglidir. Denklem (2.14) nétral bir pH’nin
H,S ve HS arasinda yaklagik esit bir dagilim verdigini (pK,;=7,04) g6stermektedir.
pH 7,5’ta toplam siilfliriin %20°1 H,S’tir. Bu nedenle, pH 7-8 araliginda iyonize
olmamig H,S konsantrasyonunda ani bir azalma gozlenebilir. Coziinmiis H»S’in bir
kismu s1v1 fazdan gaz faza geger, bu olayda etkili esas faktdr, sivi ve gaz fazindaki
H,S kismi basinglari arasindaki farktir. Biyogaz tiretimindeki arti§ gaz fazindaki H,S
kismi basmeim disiiriir ve sivi fazdaki H,S akisimi mzlandirir (Oztiirk, 1999). Birim
atiksu hacmi bagina daha yiiksek gaz tiretimi ve daha diisiik pH, ¢ozeltiden ayrilma
lehinedir. Sekil 2.7 ¢ozeltide kalan toplam ¢ziinebilir siilfiirlerin miktarini, pH ve
gaz liretiminin bir fonksiyonu olarak géstermektedir.

Anaerobik arntma ftesisinin giris akiminda KOI konsantrasyonu SO,
konsantrasyonundan diisiik oldugunda, sivi fazdan firetilen siilflirii siyirmak igin
yeterli metan gazi tretilmeyebilir. Bu durumda, ¢dziinmiis siilfiir konsantrasyonu
toksik veya inhibitdr olabilir. Parkin ve dig. (1990) siilfiir inhibisyonu ile KOI1/SO42
oram arasinda ¢ok onemli bir iligki oldugunu Sne stirmiiglerdir. Yapilan ¢aligmalar,
yaklagik 7,5’tan daha diisiik oranda KO1/SO4 igeren atiksular arttildiginda inhibitor
¢Oziiniir siilfiir konsantrasyonlarinin meydana gelebilecegini gostermistir (Grady ve
dig., 1999).

Anaerobik mikroorganizmalara toksik olmasinin yamsira H,S, toksik ve kokulu bir
gazdir. Gazdaki HpS %61 astifinda zehirlilik etkisi gozlenebilir (Oztiirk, 1999).
Anaerobik olarak olugmus gazlardaki H,S, sadece kokulu olmakla kalmaz aym
zamanda koroziftir. Ayrica H,S, yanma sirasinda SO,’e oksitlenerek hava kirliligi
problemi yaratir. Ancak anaerobik sistemlerde siilfiir, biyolojik ¢cogalma igin 6nemli
bir besindir ve basarili bir islem igin belirli bir miktar gereklidir. Aynt zamanda

bagarih bir aritma islemi igin gerekli olan diigiik bir oksidasyon-rediiksiyon
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potansiyelini siirdirmeye de yardim eder. Bunun yaninda, afir metallerin agiri
konsantrasyonlarindan kaynaklanabilecek toksisiteyi 6nlemeye yardim eder. Siilfiir
tiretiminin yararlarn farkina varilirken, problemlerin minimumda tutuldugu bir

denge saglanmalidir.

Gozeltide kalan siilfiir, %

0 2 4 6 8 10 12 14
ft° biyogaz / galon atik

Sekil 2.7 Anaerobik aritma sirasinda gaz iiretimi ve pH’1n bir fonksiyonu olarak siv1
fazda kalan ¢dziiniir stilfiiriin fraksiyonu (1 ft*/galon = 7,48 m® gaz/m>atik)
(McCarty, 1964)

2.2.4.5 Agir metaller

Nikel, kobalt, demir gibi bir gok agir metal, mikroorganizma aktivitesi igin gerekli
inorganik nutrientlerdir. Birgok farkli mikroorganizma grubunun ortak ve birbirine
bagimh aktivitesi sonucu gerceklesen anaerobik biyodoniiglim igleminde nutrient
olarak agir metallerin Onemi bilyiliktiir (Parkin ve Owen, 1986). Metallerin eser
miktar1, ¢ogu enzim fonksiyonlan i¢in gereklidir. Ancak belirli bir konsantrasyon
agildiginda agir metallerin hemen hepsi aerobik ya da anaerobik biyolojik yasam
tizerinde toksik etki yaratabilir.

Agir metallerin, anaerobik aritma sistemlerinde aktive edici, olusmug inhibisyonu
tyilegtirici veya biyodﬁlnﬁsﬁmﬁ. tamamen engelleyici etkileri oldugu belirlenmigtir
(Mehrotra ve dig., 1993)

Metal kaplama, deri, petrokimya, boya iiretimi gibi ¢ogu endiistrilerin atiksular
belirli konsantrasyonlarda cesitli agir metaller igerirler. Bu tiir atiksular biyolojik
proseslerde arttilirken, agir metaller proses dizayninda g6z 6niinde tutulmasi gereken

onemli bir faktordir.
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Yiiksek konsantrasyonlarda metal igeren proseslerden gelen atiksular, anaerobik
prosesin stabilitesi ve performans: lizerinde olumsuz etkilere neden olabilir (Lin,
1992). Proses karasizhigt UYA birikimi ve biyogazdaki metan yiizdesinin azalmasi,
karbondioksit oraminin artmasi ile belirlenebilir (Ahring ve Westermann, 1983;
Tijero ve dig., 1991; Yue Lin, 1992; Yue Lin, 1993).

Agir metallerin anaerobik aritma siirecinde olusturdugu toksisite, metallerin
prosesteki sicaklik ve pH degerlerinde, anaerobik sartlarda var olabilen degisik
kimyasal formlarinin konsantrasyonlarma baghdir (Abring ve Westermann, 1983).
Agir metallerin inhibisyon siddeti, toplam metal konsantrasyonuna degil, metal
tiirlerine ve serbest metal tiirlerinin konsantrasyonuna baglhidir (Mueller ve Steiner,
1992; Lawrance ve McCarty, 1965).

Cogu organik ve inorganik maddeler, metal iyonlariyla kompleks yapabilir. Siv1
fazdaki agir metal konsantrasyonu ¢oktiirme, selatlagma, adsorbsiyonla azaltilabilir.
Siyantir, kloriir, floriir, amonyum ve hidroksil iyonlar1 metallerle kompleks
olustururlar. Metallerin kompleks olugturmasi, ¢Szeltinin pH’na baghidir. Metal
kullantim kapasitesi ve kompleks olusumu, artan pH ile artar. Hidrojen iyonu
konsantrasyonunun artmasi ile metallerin ¢6ziiniirligii artar (Ahring ve Westermann,
1983; Mosey ve dig., 1971; Mueller ve Steiner, 1992). Kompleks olugumu, iyonlarin
atom agirhfs, yangapr ve yiikiine baghdir. Krom harig, atom agulifi arttikga,
metallerin kompleks olugumu artar, ¢oziiniirliigii azalir (Mueller ve Steiner, 1992).

Bakteriyal metabolizma icin inhibitér olmayan afir metallerin tuzlar olarak
coktiriilmesi, agir metallerin toksik etkisinin azaltilmasi bakimindan etkili olabilir.
Siitfiirler ve agir metaller, ayr ayr anaerobik sistemde toksik etkiye neden olmakla
beraber, birlikte ¢oziinmeyen tuzlar olugturarak, toksik etkinin azalmasina veya
tamamen yok olmasina neden olabilirler (Lawrance ve McCarty, 1965; Mosey ve
Hughes, 1975; Jin ve dig., 1998).

Aragtirmacilar, katyon toksisitesinin ortamda diger katyonlarin mevcudiyetinde
degistigini gOstermislerdir. Toksik etkiyi belirlemede, sistemde var olan tiim
metallerin birlikte olusturduklar1 etkiyi dikkate almak gerekir. Agwr metallerin
kombinasyonu genelde sinerjistik (bilesiklerin birlikte bulunduklarinda, tek baslarina
olusturduklar: inhibe edici etkiden daha fazla inhibisyona neden olmalari) nadiren
antagonistik (bir bilesigin toksik etkisini azaltan bagka bir bilesigin ortamda mevcut
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olmasi durumu) etki gosterir (Tomlin ve Forster, 1988; Yue Lin, 1992, Yue Lin,
1993; Yenigiin ve dig., 1995).

Sistemdeki katilarin (toplam ve ugucu katr) seviyesi, agir metal toksisitesinde gok
O6nemli rol oynar. Camurun toplam kat1 ve ugucu kati seviyesinin arttirilmas: ile
inhibisyona neden olan metallerden daha iyi korunma saglanabilir (Hickey ve dig.,
1989; Bahattacharya ve dig., 1995; Mueller ve Steiner, 1992).

Hichey ve dig. (1989) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, metan {iretimi, CO ve H;
seviyeleri iizerine Cu®*, Zn** ve Cd*"un etkisi incelenmis, CO konsantrasyonunun,
metan {retiminin azalan hizi ile arttify gozlenmistir. Bu durum metanojenlerin,
anaerobik bakteriler iginde en hassas organizmalar oldugu geleneksel diisiinceye ters
diismektedir. Lawrance ve McCarty (1965), asit olusturan popiilasyonun agir
metallerin toksik etkisinden en az metanojenler kadar etkilendigini belirlemiglerdir.
Bu goriisler, Yue Lin (1992), Yue Lin (1993) tarafindan, anaerobik aritmada UYA

ayrigmasi ve asidojenler {izerine afir metallerin etkileri incelenerek desteklenmistir.

Anaerobik aritmada afir metallerin toksik etkisini belirlemek amaciyla yapilan
calismalarda, metallerin anaerobik aritmayi etkileme dereceleri agagida belirtilmigtir.
e Termofilik anaerobik aritmada, Ni> Cu >Cd (Ahring ve Westermann, 1983)
e Termofilik anacrobik arntmada, Pb>Cu~Ni>Cd>Zn (Macleod ve
Forster,1988)
e Mezofilik anaerobik aritmada, Cu>Cd>Zn (Hickey ve dig., 1989)
e Mezofilik anaerobik aritmada, Ni>Cu>Zn (Tijero ve dig., 1991)
e Mezofilik anaerobik aritmada, Ni>Cu>Cd>Cr>Pb (Mueller ve Steiner, 1992)
o Mezofilik anaerobik aritmada, Cd>Ni (Yenigiin ve dig., 1995)
e Mezofilik anaerobik aritmada
HAc nin ayrigmasinda, Cd&>Cu>Cr>Zn>Pb>Ni
HPr’nin ayrigmasinda, Cd>Cu>Zn=Cr>Pb>Ni
n-HBu’nun ayrismasinda, Cd>Cu>Cr>Zn>Pb>Ni (Yue Lin, 1992)
e Mezofilik anaerobik aritmada
HAc’nin oluyumuna, Cu>Zn>Cr>Cd>Pb>Ni
n-HBu’nun olusumuna, Cu>Zn>Cr>Cd>Ni>Pb (Yue Lin, 1992)

Anaerobik antmada agir metaller igin literatiirde rapor edilen inhibisyon simir

degerlerinin, bir ¢aligmadan digerine 6nemli Sl¢lide degisiminin nedeni, prosesten
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prosese biyolojik popiilasyondaki degisimden, atiksu kompozisyonundan, sicaklik,
pH, hidrolik bekletme siiresi, camur yag1 ve UAKM gibi isletme parametrelerindeki
degiskenlikten kaynaklanabilecegi aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir.

2.2.4.6 Amonyak

Amonyak genellikle protein ve iire igeren atiklarin anaerobik aritiminda sik
karsilagilan metabolik son triindiir. Amonyak, proses girig suyunda bulunabilir veya
anaerobik ortamda azot igeren organik maddelerin d6niigtimii (Esitlik 2.16) sonucu
olusabilir (Grady ve dig., 1999).

C10H19O3N + 4,69H,0 — 5,74CH,4 + 2,45CO; + 0,2CsH;0,N + 0,8NH4HCO; (2.16)

Amonyak, anaerobik reakitrlerde dnemli bir tampon (zayif bir baz olan amonyak
karbondioksit ve su ile bikarbonat olugturur; bikarbonat dogal pH tamponudur) ve
metanojenler i¢in dnemli bir besin maddesi oldugu halde, yiiksek konsantrasyoniarda
islem basarisiziginin temel nedeni olabilir.

Amonyagin iki tiirii, gaz formundaki serbest amonyak (NH3) ve amonyum iyonu
(NH4") esitlik (2.17)’den de gorlildiigii gibi birlikte denge halinde bulunurlar. Bu
fazlarin goreceli baskinliFi, anaerobik reaktoriin sivi fazzmn pH ve sicaklifina
baghdir. pH arttikca denge saga kayar ve amonyum, daha fazla inhibitor 6zelligi olan
serbest amonyak formuna déniiglir (McCarty, 1964; De Baere ve dig., 1984; Sprott
ve dig., 1984; Koster ve Koomen, 1988; Angelidaki ve Ahring, 1993).

NH," < NH; + H* Kq=5,56x10"% (K, 35°C i¢in) 2.17)
NH, | [H*
K, = -[——ﬂ—] =5,56x107" (2.18)
e,

~logK, = _tog- ] _ log[H* | (2.19)
4+

pH=pK, + log—[y—g—z’l— (2.20)
N

pH’a bagl olarak iki tiirlin dagilimy,
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pH =9,26 + log—LI\LH—J— (2.21)
]

seklindedir.

pH 7,0 igin, [NH3] = 0,0055 [NH;'] dir, bu durumda genellikle amonyum toksisitesi
¢ok onemlidir. Fakat pH 8,0’de serbest amonyak toksisitesi daha siddetli olur. Bu
durumda, [NH;] = 0,055 [NH;'] dir (Ritmann ve McCarty, 2001).

Toplam amonyak azotu konsantrasyonu yeterli derecede yiiksekse, serbest amonyak
veya herhangi bir katyon gibi etki edebilen amonyum iyonunun etkisi ile toksisite
olugur (Bhattacharya ve Parkin,1989). Serbest amonyak konsantrasyonu, toplam
amonyak konsantrasyonu, sicaklik ve pH’a bagli olarak degisir. pH ve sicakligin
artmasi ile serbest amonyak konsantrasyonu artar. Serbest amonyak (NH3), yaklagik
100 mgN/] konsantrasyonda toksik bir etkiye sebep olabilir, pH kontrolii ile serbest
amonyak seviyesi 100 mgN/I’nin altinda tutularak amonyak toksisitesi azaltilabilir
(McCarty ve Mc Kinney, 1961). De Baere ve dig. (1984) ise metan tireten bir
sistemde, yaklagik 80 mgN/l NH; konsantrasyonu ile inhisbisyonun bagladigini
belirtmiglerdir.

Koster (1986), 2100 mg/l TAN konsantrasyonunun metanojenlere toksik etki
yaptigint bulmustur. McCarty (1964) ise 1500-3000 mg/l TAN konsantrasyonlarimin
74’tn {izerindeki pH diizeylerinde inhibitér, 3000 mg/l {izerindeki TAN
konsantrasyonlarimin ise pH’dan bafimsiz olarak toksik oldugunu belirtmistir.
Aklime olmus kiiltiirlerde 7000 ile 9000 mg/l1 TAN gibi yiiksek konsantrasyonlarin
toksik etki yapmaksizin bagariyla aritildigi belirtilmigtir (Parkin ve Owen, 1986).

Amonyagin iyonizasyonu i¢in pK, degeri yaklagik 9,3’diir. Anaerobik proseslerde
genellikle var olan pH degerlerinde, oncelikle amonyagin iyonize tiirleri bulunur.
Fakat, eger toplam amonyak (NH; + NH,") konsantrasyonu yeteri kadar yiiksekse,
serbest amonyak inhibitdr veya toksik etkiye neden olabilecek konsantrasyonda
bulunabilir. Toplam amonyakta serbest amonyak oran: pH ve sicaklikla degisir. Sekil
2.8’de goriildiigii gibi ¢ok farkli TAN konsantrasyonlar1 pH ve sicakliga bagh olarak
toksik bir serbest amonyak konsantrasyonu (100 mg/l) yaratabilir.
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Sekil 2.8 100 mg/l serbest amonyak konsantrasyonu olusturmak i¢in gerekli TAN
konsantrasyonu {izerine sicaklik ve pH’in etkileri (Grady ve dig., 1999)

Sekilde goriildugii gibi mezofilik sartlarda (25°C ve 35°C) yaklagik pH 7,0’de toplam
amonyak azotu konsantrasyonu 10,000 mg/l’i agmasina ragmen, serbest amonyak
azotu konsantrasyonu 100 mg/’nin altinda kalmistir. Fakat, termofilik sartlarda
6] 5°C) serbest amonyak konsantrasyonunu toksik seviyenin altinda tutmak i¢in TAN
konsantrasyonunu 2000 mg/I’nin altinda tutmak gerekecektir. Mezofilik sartlarda
dahi pH 7,5 ile 8,0’e yaklagtifinda toksik serbest amonyak azotu konsantrasyonlarina
(100 mg/1) yaklasik 2000 mg/l TAN konsantrasyonlarinda ulasilir (Grady ve dig.,
1999)

Anaerobik proseslerde amonyak inhibisyonu, sicakligi, pH1 ve TAN
konsantrasyonunu  azaltarak giderilebilir. Sekil 2.8, uygulanabilir TAN
konsantrasyonlar: iizerine mezofilik ve termofilik ¢aligma sicakliklarinin etkisini
gostermektedir. Bu fark sicaklik aralifi segilirken goz Oniinde bulunduruimalidir.
Ayrica, sicaklik aralif iginde kalan ¢aligma sicakligindaki bir azalma da dikkatlice
degerlendirilmelidir. Ornegin; 35°C’den 25°C’e sicakhigin diismesi miisaade
edilebilir TAN konsantrasyonunda farkedilebilir bir artiga neden olur. Fakat, bu
sicaklik diigiigii ayn1 zamanda anaerobik biyokiitlenin maksimum spesifik gogalma
hizinda Onemli bir azalmaya neden olacaktir. Bu azalma, serbest amonyak

konsantrasyonundaki diisiis ile azalan inhibisyondan ¢ok prosese zarar verebilir.

Sekil 2.8’den de goriildigi gibi, efer pH degeri nispeten yliksekse amonyak
toksisitesi pH degeri diigiiriilerek azaltilabilir. Yiiksek pH degerleri kuvvetli atiksular
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veya katilarin anaerobik aritilmasiyla olusabilir, ¢iinkii boyle atiklar antildiginda,
yiiksek konsantrasyonlarda bikarbonat alkalinitesi olugur. Ayrica, béyle atiksular
aym zamanda yliksek konsantrasyonda organik azot veya amonyak igeriyorsa TAN
konsantrasyonu da artacaktir. Boyle bir reaktérde pH, asit ilavesi ile disiriilebilir
veya TAN konsantrasyonu, atiklarin temiz su ile seyreltilmesiyle azaltilabilir. Bu
durumda, daha biiylkk bir akim hizi sistemin ¢amur yagim degistirebileceginden
Onlem alinmalidir. Fakat, uygun bir ¢amur yas1 muhafaza edilebilirse bu yaklagim
bagari ile kullanlabilir (Grady ve dig., 1999).

Anaerobik aritma sisteminin amonyak inhibisyonuna tepkisi, UYA ara iirlinlerinin
tiiketim hizinin azalmasidir. Bu durum, pH degerinin diigmesine ve inhibisyonun
azalmasmna neden olur. Amonyak inhibisyonunun bir kaniti, toplam amonyak
konsantrasyonu artarken, ugucu asit konsantrasyonunun da artmasidir. Yeteri kadar
amonyak ag13a gikarsa, NH," konsantrasyonu da artar ve daha diisiik pH degerleri ile
geri dondiirlilemeyen inhibitdr diizeyine erisir. Inhibisyonun nedeni serbest amonyak
ise, HCI ilavesi ile pH degeri diistirtilebilir, fakat neden NH; ise bu islem
uygulanamaz (Ritmann ve McCarty, 2001).

Aklime olmus ve aklime olmamig biyokiitlenin metabolizmas: {izerine amonyagin
etkisi, maksimum spesifik gaz olusjum hizindan (miBiyogaz/gr-UAKM.giin)
belirlenebilir. Maksimum spesifik gaz liretim hizi, amonyak konsantrasyonunun
artmastyla azalir (Van Velsen, 1979).

Amonyak inhibisyonundan Boliim 2.4’de daha ayrintili olarak bahsedilecektir.

2.3 Inhibisyon Tiirleri ve Mekanizmalar

2.3.1 Giris

Bir reaksiyonun ger¢eklesmesinin herhangi bir etki ile engellenmesi veya
gerceklesme hizinin yavaglatilmasi olaymna inhibisyon, bu duruma yolagan etkilere
de inhibit6r ad: verilir. Besin ve enerji kaynaklar kadar biyolojik gelisme igin etkili
olan bir madde, belirli konsantrasyonlar agildiginda inhibitor etki gosterebilir.

Biyolojik aritma sistemleri biyokimyasal reaksiyonlara dayanmaktadir.
Mikroorganizmalarin yagam faaliyetlerini stirdiirebilmeleri ve g¢ogalmalari igin
gergeklestirdikleri birbirine bagli  biyokimyasal reaksiyonlarin olusumunda,

reaksiyon hizlanmin bazi faktérlerden olumlu veya olumsuz etkilendigi
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bilinmektedir. Biyokimyasal reaksiyonlar, organizmammn yasadif1 ortamdaki pH,
sicaklik, basing gibi fiziksel ve kimyasal faktorlere bagh olarak meydana gelebilir.
Reaksiyonlarin gergeklesmesinde etkili bu faktdrler aym ortamda bulunan besin ve
enerji kaynaklarmin konsantrasyonlart da olabilir. Optimum ¢evre sartlan,
mikroorganizma gruplarinin kapasitesinden en yiiksek diizeyde yararlanabilmek i¢in

gereklidir.

Kiigiik boyutlari, biiyiik yiizey alani/hacim oranlarn ve kisa difiizyon yolu uzunluklari
mikroorganizmalarin metabolik hizlarinin yiiksek olmasimi saglar fakat bu durum
aym: zamanda onlarn, sicaklik degisikliklerine ve ortamin bilegiminin degismesine
kars1 agir1 derecede duyarli yapar (Mulchandani ve Luong, 1989).

Anaerobik aritma, farkli mikroorganizma gruplarimin rol aldig: olduk¢a kompleks bir
biyokimyasal siiregtir. Anaerobik reaktorlerde, genetik 6zellikleri tam olarak tesbit
edilemeyen mikroorganizma gruplart kolektif olarak gérev yapmaktadir.
Mikroorganizmalar  arasindaki yapisal farklhiiklardan  dolayi, her tiir
mikroorganizmanin belirli bir inhibitor kargisindaki davramst farkli olmaktadir.
Ornegin, belirli bir inhibitor, .ba21 tiirlerin yagamlarin1 tamamen durdururken, diger
tiirler iizerinde ¢ok az etkili olmakta veya hi¢ etki gOstermemiektedir. Ayrica,
mikroorganizmalarin inhibitdrler kargisinda davranigi inhibitor konsantrasyonima
bagli olabildigi gibi, inhibisyon derecesi ortamdaki kosullardan da
etkilenebilmektedir. Tiim kogullarin aym olmasinda bile, aym1 mikroorganizma,
fizyolojik durumuna bagli olarak belirli konsantrasyondaki bir inhibitorden farklt
sekil ve derecelerde etkilenebilmektedir (Oztiirk, 1999).

2.3.2 Enzimler

Substratin. mikroorganizmalarca ayngtiriimasi sirasinda inhibisyon etkileri gesitli
sekillerde ortaya cikabilir. Ornegin;

e Substratin herhangi bir sekilde etkilenmesi

e Hiicre fonksiyonlarinin etkilenmesi

e Uriinlerin etkilenmesi

e Hiicre yapisindaki maddelerin etkilenmesi

e Enzim sistemlerinin etkilenmesi vb.
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Bunlar arasinda en sik rastlanan ve inhibisyon etkilerini en iyi karakterize eden
biyokimyasal reaksiyonlar: katalizleyen enzimlerin aktivitelerinin inhibitérlerce
diigtirilmesidir. Enzimler, hayvan, bitki ve mikrobiyal hiicrelerde biyokimyasal
reaksiyonlarin katalizorleri olarak gorev yapan protein molekiilleridir. Enzimler,
kimyasal reaksiyonlara katildiklarinda yapisal degisiklife ugramazlar ve bu nedenle
tekrar tekrar kullamilabilirler; biyokimyasal reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini
diigliriir ve hizinu arttirirlar. Bazi protein disi gruplar ya da kofaktérler, enzim
molekiilleriyle iligkili hale gelebilir (Sekil 2.9) ve enzimlerin katalitik aktivitesine
katkida bulunabilirler. Bunlar, koenzimleri (nikotinamid adenin diniikleotit, koenzim
A ve flavin mononiikleotit gibi) ve metalik aktivatérleri (K, Mg, Fe, Co, Cu, Zn, Mn,

Mo) igerir (Bitton, 1994).

Substrat
+
Apoenzlm Koenzim veya Enzlm
{protein) metal
Uriinler 7 7 /
+* ;// 4
serbest enzim /
Enzim - Substrat
kompleksi

Sekii 2.9 Bir kofaktor gerektiren enzim kataliz reaksiyonunun mekanizmasi (Bailey
ve Ollis, 1986)

Bir protein olarak enzimler 6zelliklerini 1s1, kuvvetli asit ve bazlar, organik ¢éziiciiler
vb. kargisinda kaybederler. Enzimler, intraselliiler (hiicre i¢i) ya da ekstraselliiler
(hiicre dis1) olabilirler ve genellikle substratlan i¢in oldukga spesifiktirler (Bitton,
1994). Substratlar, spesifik reaksiyonlarda katalizér gorevi yapan enzimlerin aktif
bélgelerine baglanir. Bu aktif bolgeler, amino asitler veya reaksiyonlarin olugsmasim
saglayan asitler veya bazlar, elektron alici veya verici gérevi yapabilen diger
fonksiyonel gruplardan olugmaktadir (Grady ve dig., 1999).
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Substrat, enzim molekiiliiniin aktif kismu ile birleserek bir enzim-substrat kompleksi
(ES) olusturur (Sekil 2.9). Bunun sonunda yeni bir Griin (P) olusur ve degismemis
olan enzim (E), substrat (S) ile tekrar reaksiyona girmek i¢in hazirdir.

ke k
E+SoES>E+P (2.22)
k.

Biyokimyasal reaksiyonda hiz kisitlayici adim, substratin enzim ile yaptifn ES
kompleksidir. Enzim tizerinde ortamda bulunan maddelerden bazilari, enzim aktif
bolgelerini drtmekte ve substrat olmasa dahi, aym substrat gibi enzim ile kompleks
yaparak enzim aktivitesini diistirmektedir. Bu kompleks tersinir veya tersinir
olmayan bir reaksiyon ile olusabilir. Enzim lizerindeki aktif bolgelere tersinir veya
tersinir olmayan bir sekilde baglanan inhibitdrler enzimin substrat ile yapmasi

gereken komplekse engel olur.

2.3.2.1 Enzim kinetikleri

Enzimatik reaksiyonlari kontrol eden en 6nemli faktSrler, substrat konsantrasyonu,
pH, sicaklik, iyonik gii¢ ve toksik maddelerin varligidir (Bitton, 1994).

Disiik substrat konsantrasyonunda, enzimatik reaksiyonun lizi V, substrat
konsantrasyonu ile orantilidir (birinci derece kinetigi). Daha yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda V bir platoya ulasir (sifir derece kinetigi). Substrat
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak enzimatik reaksiyon hiz1 V, Michaelis-
Menten (2.23a) denklemi ile verilir:

V= _K’E"_[?_]__ (2.23a)
K, +[s]
Burada,

V: reaksiyon hizim (zaman™),

Vmax: maksimum reaksiyon hizint (zaman™),

[S]: substrat konsantrasyonunu (mol/L) ve

Kmn: yar1 doygunluk sabitini (Michaelis sabiti: V’nin Vpa/2’ ye esit oldugu substrat
konsantrasyonu).

gostermektedir.
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Aktif ¢camurda substat giderimini ifade eden Monod Modeli, enzim kinetigindeki
Michaelis-Menten modeline egdeger olup, bu denklemler yardimiyla da elde
edilebilmektedir. Michaelis-Menten denklemindeki V’nin Monod Modelindeki p,
Vmax’I Pmax V€ Kpy’in K ile egdeger oldugu kabul edilirse (2.23a) deklemi igin;

_ HualS]
U= K + [S] (2.23b)
denklemi yazilabilir.

Sekil 2.10a’da gosterilen, substrat konsantrasyonu ile reaksiyon hizi arasindaki
iligkiyi veren hiperbolik egri, hem substrat konsantrasyonunun hem de reaksiyon
hiz1 V’nin terslerini kullanan Lineweaver-Burke ¢izimiyle dogrusal hale getirilebilir
(Sekil 2.10b).

1 K, +[s]

e (2.24)
1k, 1 . Is]

V Vo 51 7o) 22
1 K, 1 1

72 v [S] + 7 (2.26)

1/V’ ye karsi gizilen 1/[S] dogrusunun egimi K;/ Vipax , bu dogrunun y eksenini
kestigi nokta 1/Vma ve x eksenini kestigi nokta -1/Ky,’dir (Sekil 2.10b). Bu gekilde

Vmax Ve K, parametreleri Lineweaver-Burke ¢iziminden direkt olarak elde edilebilir.
Enzim kinetikleri iizerine pH etkisi

Reaksiyona girmemis enzim herhangi bir pH degerinde pozitif ve negatif yuklu
gruplar icerir. Bu iyonize olabilen gruplar (asit ve baz tip katalitik reaksiyonlar
birgok enzim mekanizmasi ile iligkili oldugundan) aktif bolgelerin kisimlarim
olusturmaktadir. Uygun asit ve baz katalizin miimkiin olabilmesi i¢in, aktif
bolgelerdeki iyonize olabilen gruplarin herbiri belirli yiiklere sahip olmalidir. Diger

bir deyimle katalitik agidan aktif enzim sadece belirli bir iyonizasyon kademesinde

var olmaktadir. Sonugta, pH degerine bagli olarak, katalitik agidan aktif enzim,

47



toplam enzimin biiyiik veya kiictik bir kismini tegkil edebilmektedir. Sekil 2.11, baz1

enzimler lizerine pH’1n etkisini gostermektedir (Bailey ve Ollis, 1986).

Vimag [-==---=-=-=----soone- Snbaluindale

(@) %V [

Ka [s]

v

(b)

Egim = Ku, / Ve

1/Kpn /18]

Sekil 2.10 Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burke (b) ¢izimleri

Pepsin  Glutamik asit dekarboksilaz
100 |- n
80 - 1
=
g% ’
=
k3
]
£ 40 - T
0
©
20+ B
ol—1L 1 W1 1 I
1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 1t 12

pH

Sekil 2.11 Maksimum aktivite aralii reaksiyon ortaminin igerdigi enzimlere, bu
enzimlerin aktivitesi de pH’a oldukga fazla bagli olmaktadar.
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Bir ¢ok durumda enzimlerin katalitik aktivitesi artan pH igin bir maksimumdan
(optimum pH) gegmektedir.
Enzim kinetigi lizerine pH etkisi, aktif bolge iyonizasyon kademesini agiklayan

agagidaki basit model ile gosterilebilir:

& B <GE?

E & E & E“
REA A .27
Kl K2

Bu asit baz reaksiyonlarinda, E* aktif enzim formunu, E ve E* ise E’nin aktif
bolgesinin sirasiyla proton kazanmas: ve proton kaybetmesi ile elde edilen aktif
olmayan formlarimi gOstermektedir. K; ve K, belirtilen reaksiyon igin denge
sabitlerini g6stermektedir. Enzimin E° kademesinden ileride iyonlagmasi, birincil
iyonizasyonun enzim aktivitesini tamamuiyla yok ettigi kabulii yapildigindan dikkate
alinmamagtir. Iki iyonlagma igin denge bagintilan yazildiktan sonra,

h'e

_I(1
e e

+ 2-
he” _k, (2.28)

toplam enzimin aktif olan fraksiyonu belirlenebilir. Toplam enzim konsantrasyonunu

ep ile gosterirsek:
e, =e+e +e”” (2.29)

aktif fraksiyon y~, e~ /¢, seklinde ifade edilerek;

ye— L (2.30)

Bu esitlik Michaelis pH fonksiyonlarindan birisidir. Diger ikisi y ve y*  swasiyla

enzimin asit ve baz formlarinin fraksiyonlarim gostermektedir.
y~ fonksiyonu Sekil 2.11°de enzim aktivitesi-pH degisiminde gosterildigi gibi pH’a

baghdir. y~ pH’a gore agagida verilen degerde bir maksimum yapar:
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= =0 2.31
dh* o KT @31)
14—+ 2
kK, n
1. Kzz =0 (2.32)
K, (")
1 Kzz (2.33)
K, (")
. 1
optimum =VK1 ‘KZ veya (pH)optimum =—2—(pK1 +pK2) (2'34)

Burada pK; = — log K; seklindedir. Optimum pH’dan uzaklastikga y~ fonksiyonu
yavag ve simetrik bir sekilde azalir.

Enzim aktivitesi iizerine inhibitorlerin etkisi

Yapisal olarak enzimlerle birlesen birgok madde bulunmaktadir. Bu maddelerin
hepsi substrat olarak islenemez ve bir kisim enzimlerin kataliz mekanizmasim
Oonemli Olglide etkiler. Enzimlerin kataliz mekanizmasim engelleyen maddelere
inhibitor adi verilir. Inhibitorler, enzim-katalizli reaksiyonlarin aktivitesini azaltirlar.
Inorganik veya organik yapida olabilen inhibitérler en yaygin olarak ti¢ farkh sekilde
inhibisyon etkisi gosterirler (Sekil 2.12). 1- Ortamdaki substrat konsantrasyonundan
etkilenen inhibisyon (Kompetetiv) 2- Ortamdaki substrat konsantrasyonundan
etkilenmeyen inhibisyon (Non-Kompetetiv) 3- Substrat konsantrasyonuna degil
enzim-substrat kompleksi konsantrasyonuna bagli olarak etki gdsteren inhibisyon
(Un-Kompetetiv).

Kompetetiv inhibisyon

Kompetetiv inhibisyonda, inhibitér (I) ve substrat (S), enzim (E) tizerindeki aym akif
bélge igin yangirlar. Kompetetiv inhibisyonda reaksiyon hizi, substrat
konsantrasyonuna, inhibitér konsantrasyonuna ve substrat ile inhibit6riin enzim
tizerindeki aktif bolgelere olan goreceli ilgilerine baghdir. Bu inhibisyonun

mekanizmas: asagidaki gibidir:
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[E]+[S]es [ES]> [E]+[P] (2.35)
k2
ky

[£]+ ] [E1] 2.36)
k

Substrat nasil enzimle reaksiyon veriyorsa, enzim inhibitérle [EI] kompleksini

vermek {izere birlesir. Dolayisiyla enzimin bir kismimt baglamis olur.

El i¢in kararl: halde enzim kiitle denklemi yazildiginda:

dlEr] =k,[E] [1]-&,[E1]=0 (2.37)
dt
%][I_L%: X, 238)

Reaksiyon hizini serbest enzim konsantrasyonu tayin eder. EI arttikca serbest enzim
konsantrasyonu azalir. Bu nedenle substratin déniigiim hiz1 da azalir. Ortamda EI
kompleksini veren inhibitdr, bu reaksiyonu K; denge sabiti gergevesinde verir.
Enzim- inhibitér kompleksinin denge sabiti K;’ye inhibitér sabiti de denilir. Substrat
konsantrasyonu ¢ok yiiksek olursa, enzim hem substrat hem de inhibitor ile
reaksiyon verdiginden, substrat arttikga enzimin inhibitorle verdigi reaksiyon azalir.
Substrat konsantrasyonu degisimi, inhibitdriin yapmis oldugu etki {izerinde
belirleyici olacaktir.

Toplam enzim konsantrasyonu:
[E]; =[E]+[ES]+[EM] (2.39)

|Es]=[E], +[E]-[E1]

- (e}, (2} ELL 240

!

Kararli halde ES igin enzim kiitle denklemi yazildiginda:
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d[ES]

dt =k [E] [s]- &, [ES] -k, [ES]=0

[E]="£l‘i@]_

ko [s]

ktk

1

=K,, kabulil yapildiginda

(es]=[z], - &, ]k,

~—

ke
=
| IS

K,
[E], =[ES] [1 + ] +

[s]
[S]+k, (1 + EI"}

i

[£s]=[£],

(2.41)

(2.42)

(2.43)

(2.44)

(2.45)

(2.46)

Denklem 2.46°da [Elr = Vmax, [ES] = V benzesimi yapildiginda bir Kompetetiv

inhibitor (I)’nin varhginda, reaksiyon hiza (V) Denklem (2.47) ile verilir:

Burada,

[S]: substrat konsantrasyonu (mol/L);
[1]: inhibit6r konsantrasyonu (mol/L),
Kj: inhibisyon katsayisi;

Vmax: maksimum enzim reaksiyon hizi (t7); ve

K : Michaelis sabitini (mol/L) gostermektedir.

.47)

Kompetetiv inhibisyonda, inhibitér konsantrasyonu etkisini Ky,’i arttirarak gsterir.

K, (1+{I})/Ki)’nin bir fakt6rii kadar artarken V.« etkilenmez.

Denklem (2.47)’nin Lineweaver-Burke doniistimii agagidaki gibidir:
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_K, [H_[kf_]}_l_ﬂu ! (2.48)

ax

1
v

g

Denklem 2.48’e gore %ve [—;_'] arasinda ¢izilen grafikte (Sekil 2.12a) goriildiigii gibi

artan inhibitr konsantrasyonu ile dogrunun egimi artar, substrat konsantrasyonunun
artmasi halinde ise inhibitoriin etkisi diiger.

a. Kompetetiv inhibisyon

------ Inhibe olmamis enzim
—— Inhibe olmusg enzim

1/[8]

b. Non-Kompetetiv Inhibisyon
1VA"

1/S]

¢. Un-Kompetetiv inhibisyon

/18]

Sekil 2.12 Enzim inhibisyonunun tipleri. a. Kompetetiv inhibisyon. b. Non-
Kompetetiv inhibisyon. c. Un-kompetetiv inhibisyon.
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Non-kompetetiv inhibisyon

Tersinir olmayan inhibisyon olarak tammlanan non-kompetetiv inhibisyonda,
inhibit6r (I), hem enzim (E)’ ye hem de ES kompleksine baglanabilir (2.50; 2.51).
Non-kompetetiv inhibisyonun reaksiyon mekanizmalar agagidaki gibidir:

kl k3
[E]+[s]e[ES]-[E]+[P] (2.49)
k 2

K
[E]+[1]e>[E1] (2.50)
K

ks
[ES]+[1]-[EsT] (2.51)

Reaksiyon mekanizmalar1 dikkate alinarak kararli halde enzim kiitle denklemleri
yazildifinda, Michaelis-Menten kinetiklerine gére non-kompetetiv inhibisyon igin
reaksiyon hiz1 agagidaki denklemle verilmektedir:

Vo 5] 2.52)

) (k, +[S) (1+%]]

I

Non-kompetetiv inhibisyonda inhibisyon derecesi, inhibitdr konsantrasyonu [I] ve

Ki’ye bagl olarak degisir; -g—] oram arttik¢a inhibisyon etkisi artar.

i

Denklem 2.52’nin Lineweaver-Burke doniiglimii agagidaki gibidir:

peie (el =
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Denklem 2.53’e gore —;—ve arasinda gizilen grafikte (Sekil 2.12b) gériildigi gibi

1
[s]
inhibitdriin varliginda, Ve azalirken, iki kez tersi alinan ifadenin grafiginin egimi

artar, Ky, ise degismeden kalir.

Un-Kompetetiv inhibisyon

Un-kompetetiv inhibisyonda, inhibitor ES kompleksine baglanir, fakat serbest

enzime baglanmaz (2.55). Un-kompetetiv inhibisyonun reaksiyon mekanizmalar

asagidaki gibidir:
ko k

[£]+[s]e [ES]—[E]+ [P] (2.54)
k,
ky

[ES]+[1]e>|ESI] (2.55)
k 5

Reaksiyon mekanizmalan dikkate alinarak kararli halde enzim kiitle denklemleri
yazildiginda:

V.. IS]

max

) K, +|s] (1+—[I£—]J

i

(2.56)

Lineweaver-Burke doniisiimii ile Denklem 2.57 elde edilir:

1k, 11 (1]
VY BT (“ K ] &7

i

Bir inhibitoriin varliginda, Denklem 2.57°nin egimi aym kalir; arha hem Vo hem de
K inhibitér konsantrasyonundan etkilenir ($ekil 2.12¢). Substrat konsantrasyonunun
artmast ile inhibit6riin baglanabilecegi ES kompleksi konsantrasyonu artacagindan
bu inhibisyon tiirinde Vmax ve Ky 'in inhibitér konsantrasyonundan birlikte

etkilenmeleri Onlenemez.

55



Substrat inhibisyonu

Substrat inhibisyonu aktif ¢camurda ayrisan substratin konsantrasyonunun artmastyla
kendi kendinin ayrisma hizim distirmesidir. Biyolojik artma sistemlerinde giris
konsantrasyonu mikrobiyal gogalmay1 etkiler. Diiiikk substrat konsantrasyonlarinda,
spesifik ¢ogalma hizi sifira ¢ok yakindir, bu da mikrobiyal popiilasyonda ihmal
edilebilir bir degisikligi gOsterir. Substrat konsantrasyonu verilen bir esik siurinin
Ustiine ¢iktifinda, spesifik gofalma hizi, substrat diizeyindeki artigla orantihdir ve
maksimum degere yaklasir. Substrat konsantrasyonunda bunu izleyen bir artis,
sonunda spesifik ¢ogalma hizinda bir azalmaya neden olacaktir (Sekil 2.13). Bu
inhibisyon tiiri, substrat inhibisyonu olarak adlandirilir ve biyolojik atik aritimu ile
endistriyel fermantasyonda siklikla goriiliir (Mulchandani ve Luong, 1989).

N
X
SUBSTRAT HIZ
_§| KISITLAVICI DEGIL
g .
8
! SUBSTRAT GOéALMAYI
s INHIBE EDIYOR
o
[
w
SUBSTRAT COGALMAY!
ARTTIRIYOR
SUBSTRAT KONSANTRASYONU

Sekil 2.13 Mikroorganizmanin spesifik ¢ogalma hizi {izerine substrat
konsantrasyonunun etkisi

Substrat inihibisyonunun mekanizmasimmu agiklamak i¢in enzim mekanizmasini
kullanarak olusturulmus ¢ok sayida matematik veya deneysel verilere dayanarak
olusturulan ampirik model bulunmaktadir. Bu modeller iginde en fazla kullamilan
Haldane modelidir. Bu modele gbre baz1 yiiksek konsantrasyonlardaki substratlar
enzim-substrat kompleksi ile reaksiyona girebilmektedir. Olugan bu substrat-enzim-
substrat kompleksi (SES) aktif degildir ve aktif serbest enzim konsantrasyonunu
diigiiriir. Bu model Edwards ve Haldane modeli olarak da bilinir. Bu modele gore;

reaksiyon mekanizmas: agagidaki sekilde yazilabilir:
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ky ky

[E]+[S]e> [ES]>[E]+|P] (2.58)
k,
k,
[ES]+[S]e>[SES] (2.59)
ks

Reaksiyon mekanizmalari dikkate alinarak kararli halde enzim kiitle denklemleri
yazildiginda:

V=V, o [_5% — (2.60)
=+ Kn

i

elde edilir.

Tablo 2.9 literatiirde substrat inhibisyonu ile ilgili modelleri icermektedir.

Tablo 2.9°da w; = inhibe edilmis spesifik ¢ogalma hiza (1/h), pmax = maksimum
spesifik ¢ogalma hizi (1/h), S = substrat konsantrasyonu (gr/l), Sm = spesifik cogalma
hiz1 sifir oldugunda maksimum substrat konsantrasyonu (gr/1), Ks = doygunluk sabiti
(gr/l), o = sabit, K; = substrat inhibisyon sabiti (gr/1), S" = spesifik ¢ogalma hizmnin
maksimum oldugu substrat konsantrasyonu (gr/l), K = sabit (gr/1) .

Substrat ve iiriin inhibisyonu i¢in ortak bir mekanizma oldugunu kabul eden Luong,
Levenspiel tarafindan dnerilen dogrusal olmayan tirlin inhibisyon modelini, substrat
inhibisyon kinetiklerini agiklamak igin uygulamistir (2.61) (Mulchandani ve Luong,
1989).

.S (l——s—)a 2.61)
HiZhmgix \ Sm '

Uriin inhibisyonu

Substrat inhibisyonu kadar kargilagilan durumlardan biri de ara veya son
{irtin/tirtinlerin olugturdugu inhibisyondur. Fermentasyon sirasinda olugan etanol,
butanol, laktik asit vb. son iiriinlerin ortamda birikmesi spesifik ¢ogalma ve iiriin

olusum hizlarin diigiiriir, yeterince yiiksek iiriin konsantrasyonlarinda hiicrenin biitiin

metabolik aktiviteleri tamamen durur. Yapilan arastumalar sonunda, son tiriin
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tarafindan mikrobiyal hiicre aktivitesinin inhibisyon mekanizmasinin karmagik
oldugu ve hala tam olarak anlagilamadig: goriilmektedir. Onerilen kinetik modellerin
birgogu karmagikliga bagh olarak yapilandirilmamgtir ve ampiriktir.

Tablo 2.9 Substrat inhibisyonu ile ilgili modeller (Mulchandani ve Luong, 1989)

Kinetik model Referans
- S Boon ve Laudelout (1962) ve Andrews
(S+K,)(1+—) (1968)
Ksi
S(1+ %) Edwards (1970)
l’l'l = p’max Sz
+S+—
X, Ksi)
S Edwards (1970)
l’l‘i = u'max Sz S
+S+(—)1+=
X, (Ksi X1+5)
b1 8 S SKa Edwards (1970)
S+K,)
Wi = Mo (e"SIKsi = e_SIKS) Edwards (1970)
S * Tseng ve Wayman (1975
=g —> . S<S g ve Wayman (1975)
(S+Kg)
S * » Tseng ve Wayman (1975)
(= ———Kg(8-S8'), $>8
Ki = Pmax (S+Ks) Sl( )
S S .. Luong (1987
b = B -2 g (187
(S+Ky) S,

Metabolik tiriinlerin varlig1 hig rol oynamadiginda, spesifik ¢ogalma hiz1 p smirlayic:

ifade edilebilir.

substrat konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak p = S §

s

Bununla birlikte, iiriinlerin varhig1 hiicre cogalmasim etkilediginde, bu denklem iiriin
konsantrasyonu P’yi igerecek sekilde p=f(S,P) genisletilmelidir (Mulcandani ve
Luong, 1989).

58



Uriin inhibisyonunun olusum mekanizmasi, iirliniin enzim-substrat kompleksi ile

birleserek reaktif olmayan enzim-substrat-lirtin kompleksini olugturmas: seklinde

asagidaki gibi agiklanmigtir:
k 1 k 3
[E]+[s]e [ES]-[E]+[P] (2.62)
k,
k,
[ES}+[P]>[SEP] (2.63)
ks

Reaksiyon mekanizmalar1 dikkate alinarak kararli halde enzim kiitle denklemleri
yazildiginda:

V=V, [S] [SP] (2.64)
K, +[S]+
KI’
elde edilir.

Uriinlerin mikrobiyal ¢ogalma {izerine etkisini kantitatif olarak tamimlamak icin baz
aragtirmacilar tarafindan farkli matematiksel modeller (Tablo 2.10) ileri siirtilmiistiir.

Tablo 2.10°da; p; = inhibe edilmis spesifik ¢ogalma hizi (1/h), pmax = maksimum
spesifik ¢ogalma hiz1 (1/h), P = tirlin konsantrasyonu (gr/l), P, = spesifik gogalma
hizinmin sifir oldugu maksimum tirlin konsantrasyonu (gr/l), B,y = sabit, K= tirlin
inhibisyon sabiti (gr/l), k; = sabit (I/gr.h), ky = sabit (gr/l), ks = sabit (Ugr), ks =
sabittir. (1/h)

Uriin inhibisyon kinetiklerini genellestirmek igin yapilan bir girisimde, Levenspiel
(1980) dogrusal olmayan kinetik bir model (2.65) énermistir.

B
Mi = tmax (1 - Pi‘] (2.65)

m

Bu denklemde P, parametresi deneysel olarak veya deneme-yamlma metodu ile

saptanabilmektedir.
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Tablo 2.10 Uriin inhibisyonu ile ilgili modeller (Mulchandani ve Luong, 1989)

Kinetik model Referans
B =p. —k.P Hinshelwood (1946)
p=p. —k.(P-K,) Holzberg ve dig. (1967)
wo=p,, e Aiba ve dig. (1968)
3 Ky Egamberdiev ve Ireusalimsky (1968)
u'i - u'max Kpi +P
3 k,P Bazua ve Wilke (1977)
i = Poax kz _'Pm
_— (1 _ 1) Ghose ve Tyagi (1979)
P,
(p B Levenspiel (1980)
B = B | 175
i
[ pY Luong(1985)
u'i = l'l'max 1 - (_1;—]

Pp’in belirlenmesindeki giicliikleri ortadan kaldirmak amaciyla Luong (1985),
Levenspiel denklemine bir modifikasyon yaparak yeni bir denklem (2.66)

gelistirmistir.

P ¥
B, =um[l—[§m~] } (2.66)

2.3.3 Anaerobik aritmada kullanilan inhibisyon modellerinden 6rnekler

Parkin ve Speece (1982), asetat ile beslenen metanojenik sistemlere toksik
maddelerin ok ilavesi ardindan, sistemin kendini tekrar iyilestirmesini agiklamak

amaciyla ampirik bir model gelistirmislerdir.
G, = Ae™™ +Be* (2.67)

Bu denklemde
G; = metan tiretim hizin1 (ml/giin),

A ve B ampirik sabitleri, (A+B = kontrol gaz tiretimi),
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t = toksik madde ilavesi ardindan gegen siireyi (giin),
k; = toksisite hiz sabitini (1/giin),
k, = iyilesme veya aklimasyon hiz sabitini (1/giin) gbstermektedir.

Bu model siyaniir, kloroform, formaldehit ve bakir gibi ¢ok gesitli toksik maddelerin
varligi durumunda, sistemin iyilesmesinin agiklanmasinda bagarih bir sekilde
kullamlmustir. Iyilesme modeli, sifir gaz tiretimi igin gegen siireyi dogru bir sekilde
tahmin etmektedir. Ayrica esik ve Oldirticti dozlarin tahminine de imkan

vermektedir.

Un-kompetetive inhibisyonun 6zel bir durumu, inhibitdr ve substratin aymi madde
olmasidir. Bu durumu bazi aragtirmacilar Haldane denkleminde I=S yazilmasiyla
modellemiglerdir (Denklem 2.68) (Speece, 1996).

k
Uzs———max R

K, S (2.68)

+—=+—

S K
Anaerobik sistemler i¢in kullamlan diger bir inhibisyon modeli, substrat un-
kompetetiv inhibisyonu i¢in genellestirilmis Haldane esitliidir.

Uz Kom (2.69)

l+§—s—+ S
S K

Burada,
n = inhibisyon derecesini belirleyen bir sabit (n = 1 oldugunda esitlik Haldane

esitligine doniisiir).

Dinopoulou ve dig. (1988); asidojenesisin kinetiklerini belirlemek i¢in kompleks
substrat (et suyu ekstresi) kullanarak, kemostat tip reakt6rierde Haldane ve non-
kompetetiv inhibisyon modellerini test etmislerdir. Istatistiksel sonuglara gére, non-
kompetetive inhibisyon modeli Haldane modeline gére daha distiin bulunmustur.
Aym zamanda spesifik {irin olugpum hizi non-kompetetiv model kullamlarak

bulunmugtur.

Substrat inhibisyonunun, iyonize olmamig ugucu asit konsantrasyonu ile iligkili
oldugu kabul edilmektedir.
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Literatirdeki bazi aragtirmacilar anaerobik proseslerde substrat inhibisyonunun
sebebini izah etmek i¢in Haldane esitligini kullanmiglardir (Speece, 1996). Iyonize
olmamis UYA (esas olarak asetik ve propiyonik) substrat/inhibitér olarak goz
oniinde bulundurulmugtur. Iyonize olmams UYA (asetik ve propiyonik)
konsantrasyonu pH ve pK, degerleriyle ilgili oldugu i¢in Haldane esitligi bu iki

parametrenin bir fonksiyonu olarak,

U= L (2.70)

l + KS°K8 + [ +] [S]
]l ) (K
burada [H'] ve [S] swrastyla hidrojen iyonu ve toplam UYA konsantrasyonudur
(mol/).

Hill ve Barth (1977); hayvan atigimin anaerobik aritiminda, amonyagin inhibitsr
etkisini belirlemek amaciyla Andrews tarafindan gelistirilen modeli diizenleyerek,

k= K .71
K, VA NH,
1+ + +
VA K, K,
modelini olusturmuglardir.

Burada; VA = iyonize olmamug asitlerin konsantrasyonu (mg/1), K= asitlerin
inhibisyon katsayis1 (mg/1), NH3 = iyonize olmamig amonyak konsantrasyonu (mg/1),
Ki; = amonyagin inhibisyon katsayis1 (mg/1).

Anaerobik proseslerde kisa zincirli yag asitleri ve Hy’nin inhibitor etkileri, substrat

ve lirlin inhibisyon modelleriyle agiklanmigtur.

Fukuzaki ve dig. (1990); mezofilik (37°C) propiyonata aklime edilmis anaerobik
reaktdrde propiyonatin metanojenik bozunmasim incelemislerdir. H, ve asetat
tarafindan propiyonatin inhibisyonu bir non-kompetetiv {irlin inhibisyon modeli ile
tarif edilmigtir.

k

1+[_P__]
KP

= .72)
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Burada, P = {irin konsantrasyonu (H;’nin kismi basinci ve iyonize olmamg asetik
asit konsantrasyonu), K, = inhibisyon katsayis1 (P ile aym birimde), n = sabit
(inhibisyon derecest).

Metanojenik  kiiltlirlerde hidrojen ve asetatin giderim verimi, propiyonat
kullaniminda etkili oldugundan, her iki tirliniin inhibisyon sabitleri aym derecede

Onemlidir.

Kompetetiv inhibisyonda artan toksik madde konsantrasyonu ile beraber ¢ikig suyu
KOI’sinin arttif1, oysa un-kompetetiv inhibisyonda belirli bir toksik madde
konsantrasyonuna kadar ¢ikis suyu KOI’sinin arttigy, belirli bir toksik madde
konsantrasyonu tizerinde ise sistemin aniden durdugu géziemlenmigtir (Sekil 2.14).
Formaldehit, metilen kloriir ve Na"un kompetetiv, NH;" ve N;"in un-kompetetiv
toksik maddelere 6rnek oldugu belirtilmigtir (Speece, 1996).

1

1

!

!

Un-kompetetiv 1 F

T inhibisyon /':

. Kompetetiv "

5y inhibisyon I
I3

.4c
A B P -

-

Toksik tiirlerin konsantrasyonu —»

Sekil 2.14 AF- kompetetiv inhibisyon, BC- un-kompetetiv inhibisyon (Speece,
1996).

2.4 Anaerobik Arntmada Amonyak Inhibisyonu

2.4.1 Giris

Bu béliimde anaerobik aritma {izerine amonyak inhibisyonu, gesitli diger faktorlerin
de etkisi goz oOniinde bulundurularak detayli bir sekilde agiklanmigtir. Aynca
literatiirde cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢aligmalarin ayrintihi dzeti ve bu
caligmalarda kullanilan modeller sirasiyla Ek A ve Ek B’de verilmistir.
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2.4.2 Amonyak karakterizasyonu

Azot, dogal olarak amonyak, nitrit, nitrat ve molekiiler azot formunda, proteinler,
niikleik asitler ya da lipitler gibi cesitli organik bilesiklerde bulunabilir.
Amonifikasyon, organik azotlu bilesiklerin inorganik formlarina déniisiimiidiir. Bu
proses, ¢ok gesitli mikroorganizmalar (bakteriler, aktinomises, mantarlar) tarafindan
yiriitiilir. Topraktaki bazi organik azotlu bilesikler, biyolojik olarak ayrigmaya
direng gosterirler zira bu bilesikler fenoller ve/veya polifenoller ile kompleksler
olustururlar.

Proteinler agagidaki sirayla NH;”a mineralize olurlar:

Proteinler 2 Aminoasitler > Amonyum

Ommnek olarak tirenin amonyuma doniigtimii verilebilir.

NH;

0=CZ_  +H0
NH,

frew el INH; + CO, Q2.73)
Proteinler peptidlere veya aminoasitlere hiicre disi proteolitik enzimlerle

doniigtiiriiliirler. Amonyum, aminoasitlerin reaksiyon 2.74 ve 2.75 uyarinca

deaminasyonu (6rnegin oksidatif veya rediiktif deaminasyon) ile olusur:

Oksidatif deaminasyon:

R—([IH—COOH + %0, —> R—%—COOH + NH4 2.74)
NH; 0]
Amino asit keto asit

Rediiktif deaminasyon:

R- (|3H —COOH + 2H ——> R~-CH;-COOH + NH;4 (2.75)
NH, asit

Asidik ve notral sulu ¢ozeltilerde NH;" baskin olarak bulunur. pH arttikga, NH;
baskin hale gelir ve atmosfere verilir (Denklem 2.76).

NH," —>NH; + H (2.76)
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Sonug olarak amonyak (NH3;+NH,"), azot gevriminde anahtar role sahip bir ara
tirtindir (Sekil 2.15).

Bakterivyal NITRIFIKASYON Oksidasyon

Amonyak ‘\\ Nitrit Nivar
NH3/NH4 || Asimilasyon NO,” NO;~
* b ~ \\s\ ] ‘
\\\ \\\ % g :
s K >l o -
\‘ \\ \\ m éo g
'-a < \\‘ \\\ S ) AZOT § = g
-E’g N N s FIKSASYONU ElE 4
Z g 'S NN 2| S x
5 =H| £ E .
> m || E SRS Z % g Z o
w \\\ \\\ \\\ Q m ; >.‘ g
§ \\\ ‘\‘ Sy H W g
2 = IR : < |5
28 .~ | Atmosferik Azot =
Z 3 2 . 2|
O 35 = N s, G&Zl, N2 = ,:g
5 S m (7) ]
£ <
=g * 3 .
g 5 = c,
S . 1k
X ® < E
£ X|5
= = %
= Zy@
Hayvansal Protein | Hayvansal besin Bitkisel Protein
Organik Azot Organik Azot

Sekil 2.15 Azot ¢evrimi (Bitton, 1994)

Amonyak, mikrobiyal metabolizmada en g¢ok tercih edilen azot kaynafidir ve
mikrobiyal hiicre ¢ogalmasi igin gerekli bir besin maddesidir (McCarty,1964).
Proteinler aminoasitlere hidrolize olur. Ardindan karbondioksite, amonyaga, valerik
ve biitirik asit gibi ugucu yag asitlerine fermente olurlar. Amonyak insan viicudunda
birikmez, terle ya da amonyum tuzlari veya iireye doniistiirilerek idrarla viicuttan
atilir. Amonyagin bakteriler tarafindan atilumi deaminasyon ya da amonifikasyon
aracilifiyla olur.

Dogal olarak olusan amonyak genellikle ¢evrede bir sorun olusturmaz. Bununla
birlikte, ¢ogunlukla yiiksek diizeylerde bulunan amonyagin kaynagi, dogrudan ya da
dolayli olarak insanla iligkilidir. Endistriyel tretim diginda amonyak, organik

atiklardan da kaynaklanir. Mineralizasyon isleminde atiksular, camur, giibre, besin
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atif1 ve diger organik atiklarda bulunan organik azot yliksek verimle amonyaga
doniisir.

Arntma sirasinda, amonyagm iki tiirli, ¢6ziinmils amonyak gazi veya NH; ile
amonyum iyonu (NH4"), asagidaki denklemde gosterildigi gibi birlikte denge halinde

bulunurlar.
NH;" < NH; + H" Q.77

Iki formun birbirlerine gére konsantrasyonlari sivi fazin hem pH degerine hem de
sicaklifina baghdir (Esitlik 2.78 ve 2.79). pH degeri arttikca denge saga kayar ve
amonyum, daha fazla inhibitor 6zellifi olan serbest (iyonize olmamis) amonyak
formuna doniigiir (McCarty, 1964; De Baere ve dig., 1984; Sprott ve dig., 1984;
Koster ve Koomen, 1988; Angelidaki ve Ahring, 1993; Sung ve Liu, 2003).

e | e

Ko =2 (2.78)
e, |

Burada K,, amonyagin ¢oziniirliik sabitidir.

oK,= :09018:+2729,92 2.79)
Q732+T)

Burada T, C cinsinden sicakliktir.
Amonyagin pH ve sicakliga degisimi Sekil 2.16’da gosterilmistir

pH degerindeki artig, serbest amonyak azotu konsantrasyonunda artiga neden olur.
pH 7,0’de serbest amonyak azotu konsantrasyonu, toplam amonyak azotu
konsantrasyonunun %1,1’ini, pH 8,0°de ise serbest amonyak azotu konsantrasyonu,
toplam amonyak azotu konsantrasyonunun %10,2’sini olugturur (De Baere ve dig.,
1984).

Serbest amonyak azotu konsantrasyonu Egitlik 2.80 kullanilarak hesaplanabilir
(Koster, 1986; Heinrichs ve dig., 1990; Poggi-Varaldo ve dig., 1991; Angelidaki ve
Ahring, 1993; Borja ve dig., 1996; Gallert ve dig., 1998).

TAN

e (2.80)
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Burada;

SAN = serbest amonyak azotunu (mg/1),
TAN = toplam amonyak azotunu (mg/1)
ifade etmektedir.

------- (B°C)  =-=-{0°C) ===-@5°C) ~{5°C)

&
%

NH;, %
3
+
NH; ,

Sekil 2.16 pH ve sicakhigin, ¢ozeltideki amonyak gazi ve amonyum iyonunun
dagilimu {izerine etkisi

2.4.3 Amonyagm anaerobik aritma iizerine etkisi

Amonyak, azot igeren organik bilesiklerin anaerobik ¢iiriitiilmesinde ¢ok yaygin bir

metabolik son iiriindiir.

Amonyak, anaerobik reaktorlerde Onemli bir tampon ve anaerobik
mikroorganizmalar i¢in 6nemli bir besin oldugu halde yiiksek konsantrasyonlari
sistem bagarisizlifinin temel bir nedeni olabilir (Heinrics ve dig., 1990; Hendriksen
ve Ahring, 1991; Kayhanian, 1994; Gallert ve Winter, 1997; Poggi-Varaldo ve dig.,
1997).

Anaerobik ayrigma sirasinda, azotga zengin organik bilegikler (iire, proteinler,
lipidler) hidroliz ve asidojenez aracilifiyla UYA ve amonyak tretimine katkida
bulunurlar. Iyi dengelenmis bir anaerobik giiriitme ortaminda, asidojenik evre

sirasinda UYA ve CO,’in eszamanh {iretimi bu pH artigim dengeler. pH degerindeki
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artiy genellikle, protein ve diger azot igeren organik maddelerin ayrigmasindan dolays
alkalinite tiretimiyle iligkilidir.

Organik azot igerigi yiiksekse, amonyaga nihai ayrisma, NH; tarafindan NH,"
olusturmak {izere protonlarin tiiketilmesine bagli olarak pH’da bir artisa yol agar.
Organik azotun amonyaBa dOniigmesi sirasinda olusan alkalinitenin toplam
alkalinitenin yaklagik %23°nii olusturdugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle, artan
pH’da metan tiretiminde azalma, amonyak tarafindan inhibisyonun bir gistergesidir.
Fakat, amonyak metanojenleri inhibe ettigi i¢in UYA’ lerinin birikmesi sonucunda
pH degerinin diigmesi ile birlikte serbest amonyak miktarinda da azalma meydana
gelir. Uygun bir proses alkalinitesi belirlenerek bu mekanizmamn belirli bir UYA
konsantrasyonu ve pH seviyesinde kararli kalmasi saglanabilir (Sterling ve dig.,
2001).

Anaerobik aritma prosesine ilave edilen agir1 amonyak konsantrasyonu proseste iki
tiirlti etkiye yol agar. Bunlardan ilki;

Asin amonyak konsantrasyonunun bikarbonatla amonyum tuzunu olusturmasi
sonucu alkaliniteyi arttirmasidur.

NH; + OH < NH;+H,0 (2.81)
CO,+ H,0 <> H +HCO5 (2.82)
NH; +OH + H' + HCOs" = NH4+ HCO3 )y, + Hy,O 2.83)

Diger etkisi ise, yilksek amonyak konsantrasyonlarinin bakterinin hem hidrolitik hem
de asetojenik gruplarin1 inhibe etmesidir (Angelidaki ve dig., 1993). Bu durumda
giiriitiiciilerdeki UYA  konsantrasyonu azalacaktir. Daha disik UYA
konsantrasyonlari, ¢iiriitiiciilerde asit notralizasyonu igin kullanilan alkalinite

miktarim azaltacaktir (Sterling ve dig., 2001).

2.4.4 Amonyak kaynaklan

Proteinlerin ve aminoasitlerin anaerobik ciiriitiilme {irtinii olan amonyak, organik kat1

atik ya da atiksu aritan tiim anaerobik giiriitiictilerde bulunur.

Sehir kat1 atiklanmin organik kismi (Kayhanian, 1994; Poggi-Varaldo ve dig., 1997;
Gallert ve dig., 1998), geng ¢6p sizint1 sular (Inanc ve dig., 2000a, Inanc ve di§.,
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2000b), deniz iiriinleri isleme endiistrisinden kaynaklanan atiksular (Omil ve dig.,
1995; Soto ve dig., 1991); atik aktif ¢amur (Lay ve dig., 1998), patates nisastas: ve
ekmek mayasi endistrisi atik sular1 (Koster ve Lettinga, 1984; Koster ve Lettinga,
1988), mandira (Koster, 1986), hayvan giibreleri (Van Velsen, 1979; Wiegant ve
Zeeman, 1986; Blomgren ve dig., 1990; Angelidaki ve Ahring, 1993; Angelidaki ve
Ahring, 1994; Borja ve dig., 1996; Kroylova ve dig., 1997; Hansen ve dig., 1998;
Sterling ve dig., 2001) ve alkoloid atiksulari (Aydin, 2002) inhibitr diizeyde

amonyak igerir.

Aritma tesisine ulagan fazla miktarda organik azot yiikii, aritma tesisinin sivi ve
camur akimlarina dagitilir. Antma sonunda organik azotun sivi akimdan hemen
hemen tamamen uzaklastiriimasi birkag yolla saglanir. On ¢okeltme tanklarindaki
partikiiler organik maddenin ve son g¢Skeltme tanklarindaki biyokiitle fazlasinin
¢okeltilmesi ve aktif camur prosesinde, ¢oziinmiis organik azotun amonifikasyon-
nitrifikasyon-denitrifikasyon araciligiyla azot gazina mineralizasyonu sik kullamlan
yollardir. Sonug olarak, aritma tesisine ulagan toplam azotun yaklasik %20°si 6n ve
son ¢okeltme tar;i(mda ¢Oker ve ardindan ¢gamur aritma islemlerine tabi tutulur.

Camur stabilizasyonunun en sik kullanilan sekli anaerobik clirtitmedir. Bu agamada
cogunlukla partikiiler olan organik azotun biiytik bir kism1 amonyaga ¢evrilir; sadece
biyolojik olarak ayrismayan organiklerdeki kiiciik bir fraksiyon bozulmadan kalir.

2.4.5 Amonyagm farkh anaerobik mikrobiyal gruplara etkisi

Speece (1996) amonyagin mikrobiyal popiilasyonlar tizerine etkilerini agiklayan
terimlerden toksisiteyi “bakteriyal metabolizma iizerine, Sldiirtici olmas1 gerekli
olmayan bir zararh etki” seklinde, inhibisyonu ise “mikrobiyal islevde bir bozulma”
seklinde tanimlamugtir.

Anaerobik arntma sistemlerinde amonyak biyolojik olarak déniistiiriilemez; fakat bu
sistemlerde mikroorganizmalarin amonyaga aligtirilmasi miimkiindtir. Inhibitor esik
degeri agildiktan sonra, amonyak konsantrasyonundaki herhangi bir ek artis
toksisiteye neden olur. Cok az bir ek artisin bile sistemin aniden durmasina neden

olmasi, bu toksisitenin yarigmasiz (un-kompetetiv) oldugunu gosterir (Speece, 1996).

Amonyak, metanojenler i¢in 6nemli bir besin maddesidir. 50-200 mg/l amonyak
azotu konsantrasyonun anaerobik islemler lizerinde yararh bir etkiye sahip oldugu,

200-1500 mg/l arasindaki amonyak azotu konsantrasyonlarinin metanojenesis
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lizerinde anlamli bir ters etkisi olmadig: belirtilmisticr (McCarty, 1964). Bununla
beraber, 700 mg/l’i asan amonyum azotu konsantrasyonlarinda, artan
konsantrasyonla metanojenik aktivitenin azaldig1 goriilmiistir (Koster ve Lettinga,
1984). Anaerobik filtrelerin, 6000 hatta 7800 mg/l amonyum azotu
konsantrasyonlarinda basar ile ¢aligtiklar1 bildirilmigtir. Fakat bu popiilasyonlarm
metanojenik aktiviteleri saptanmamistir (De Baere ve dig., 1984). 10.000 mg/l
amonyum azotu ndtral pH’da metanojenlere ilave edildiginde, giinliik biyogaz tiretim
hiz1 azalarak sifira diigmiis fakat, 10 giinlik ihmal edilebilir biyogaz iiretiminden
sonra, bakteriyal aktivite 5 giin icerisinde kontrol reaktdrii hizinin %70’ini geri
kazanmigtir (Speece, 1996).

Amonyak toksisitesi ile ilgili 6ne stirlilen hiicresel mekanizmalar geligkilidir. Genel
olarak toksisitenin, serbest amonyagin hiicre zar1 boyunca niifuz edebilme
kabiliyetinden kaynaklandi: ileri stiriilmektedir (Gallert ve dig., 1998).

Sprott ve dif. (1984)’ne gore, serbest amonyak hiicre igerisine girdiginde hem
serbest amonyagin hem de amonyum iyonunun birlesik etkisi ortaya ¢ikmaktadir.
Hiicre igerisinde NHs;, NH4" ile hiicre disindaki ayni dengeyi olusturmak igin bazi
protonlarin hiicre digina ¢ikmasina neden olur. Sonug olarak hiicre, optimum pH
degerini koruyabilmek i¢in hiicre digindaki bazi protonlar1 alir fakat aym1 zamanda
diger Snemli bir besin olan K iyonunu kaybeder ve &liir. Onceki tamimla baglantili
diger model amonyagin, sitoplazmik membrandan CH4 sentezlenmesi igin gerekli
olan iki degerlikli iyonlarla (Ca®*, Mg®** ya da Mn®") yer degistirdigini one
stirmektedir (Sprott ve dig., 1985). Yapilan ¢aligmada, test edilen Methanospirillum
hungatei’nin hiicrelerine kayip olan iyonlar temin edildiginde CH4 tiretimi eski
haline dénmiistiir.

Amonyak toksisite derecesinin, sinerjistik ve antagonistik etkileri olan diger
katyonlarin varlifina ve konsantrasyonuna da bagli oldugu belirtilmistir. Katyonlarin
gorevi enzimi igler hale getirmektir. Katyon konsantrasyonu arttik¢a enzim aktif hale
gelir ve reaksiyon hizi artar. Fakat sonunda enzimlerin hepsi aktif hale gelir ve
katyonun asir1 miktar1 daha sonra enzimle reaksiyona girer ve reaksiyon hizi azalir.
Antagonizm, diger katyon tarafindan meydana getirilir. Bu katyon, bozulmug enzimi
tekrar aktif hale getirebilir veya bloke edilmis enzim yolunu agabilir. Ornegin
alternatif bir enzim yolunu aktif hale getirebilir. Antagonizm bir katyonun uyarici

etkisinin diger katyonun toksik etkisini giderdiginde meydana gelir. Metanojenlerin
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katyonlarin toksik etkisine karsi, asit {iretenlerden daha hassas oldugu belirlenmistir.
Fakat tek degerlikli katyonlarm, ¢ift degerlikli katyonlara gore toksik etkisi olduk¢a
nadir goriilmiistlir (Kugelman ve McCarty, 1965).

McCarty ve Mc Kinney (1961), anaerobik atik aritimi tizerine katyonlarin etkisini
incelemiglerdir. Arastirmacilar, asetat kullanan metanojenlerin Na™ = K* = 02 M,
Ca®" = Mg® = 0,175 M, NH," = 0,15 M katyon seviyelerini tolere edebildiklerini
bulmuslardir. Ayrica 3500 mg/1’e kadar Na"*un sok ilavesiyle olusan toksistenin 500
ile 1000 mg/1 Mg®" veya Ca>* varliginda antagonize olabilecegini (azaltilabilecegini)

gOstermiglerdir.

Yaygin aragtirmalara ragmen, amonyak tarafindan hangi grup bakterilerin en gok
inhibe edildigi acik degildir. Anaerobik bir toplulukta metanojenlerin olumsuz
kosullara en duyarli grup oldugu bilinir. Baz1 aragtirmacilar, amonyak tarafindan en
cok etkilenen olarak asetiklastik metanojenlere isaret ederken (Bhattacharya ve
Parkin, 1989), digerleri metanojenesisin  sonlanmasinda hidrojen kullanan
metanojenlerin (Wiegant ve Zeeman, 1986) inhibisyonuna igaret etmektedir.

Anaerobik aritmada, organik maddenin biiyiik bir kism1 metan olusumu sirasinda
giderildiginden ve birgok durumda metan olusumu anaerobik aritma isleminin hiz
kisitlayici basamafi olarak kabul edildiginden metanojenik organizmalarin
metabolizma hizlari, islem verimliligini ¢ok etkiliyebilir. Ayrica metan olugum hz
da islem stabilitesini etkiliyebilir. Metan tiretim hizindaki bir azalma &zellikle, zayif
tamponlama kapasitesi olan sistemlerde, anaerobik aritma proses igerikierindeki
organik asitlerin birikimiyle pH degerinin diigmesine neden olur. Proses pH degeri
6,0’min altindaki degerlere ulasgtifinda, islem %100 basansizlikla sonuglanmir (Van
Velsen, 1979). Metanojenler s6z konusu oldugunda, disiik biyogaz tretimi,
biyogazda diigiik CHj igerigi ve yiiksek UY A konsantrasyonu amonyak toksisitesinin
belirtileridir (VanVelsen, 1979; Poggi-Varaldo ve dig., 1991).

Serbest amonyagin metanojenlerin metabolizmasi iizerindeki inhibitor etkisi, yapilan
birgok calismalarda belirtilmistir (De Baere ve dig., 1984; Sprott ve dig., 1984;
Braun ve dig., 1981; Angelidaki ve Ahring, 1993).

Asetat kullanan metanojenlerin maksimum spesifik ¢ogalma hizlarimin diger

metanojenlerden ¢ok diigikk olmasi ve bir biyogaz reaktériinde {iretilen metanin
yaklagik %70’inden sorumlu olmas1 (Ahring ve dig., 1995), bu tlir metanojenlerin,
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amonyak konsantrasyonu yiiksek atiklarin anaerobik ¢liriitiilmesi sirasinda, hiz

kisitlayic1 basamag: olugturmasina neden olur (Hansen ve dig., 1998).

Domuz giibresinin termofilik ¢iirlitiilmesi sirasinda Hy/CO;’den (80:20 oraminda)
metanojenesis, tek substrat olarak domuz giibresinin kullaruldigi benzer bir deneyde
bulunan inhibe edici serbest amonyak konsantrasyonundan anlamli derecede yiiksek
serbest amonyak konsantrasyonunda miimkiin olmugtur (Hansen ve dig., 1998).
Serbest amonyak diizeyi 1100 mg/’den 1200 mg/l serbest amonyak azotu
konsantrasyonuna yiikseldiginde hidrojen kullanan metanojenlerin goreceli spesifik
¢ogalma hizi degismeden kalirken, sistem biitliniinde (sadece giibre) %31°lik bir
azalma goriilmiistiir. 1300 mg/1 serbest amonyak azotu konsantrasyonuna yiikselme
hidrojenotrofik aktivitede %23 azalmaya neden olurken, toplam aktivitede %33
azalmaya neden olmugtur. Bu durum asetat kullanan metanojenlerin hidrojen
kullanan metanojenler ile kargilagtinldiginda iz kisitlayici bir fakt6r olduklarim

diisiindiirmektedir

Koster ve Lettinga (1984) tarafindan yapillan bir ¢alismada, asetat kullanan
metanojenlerin, 1700 mg/l amonyak azotu egik diizeyinin {izerindeki
konsantrasyonlarda, hidrojenotrofik metanojenlere gére amonyaga daha duyarl
olduklar1 belirlenmigtir.

7000 mg/l amonyak azotu konsantrasyonunda inhibe olan reaktorlerin spesifik
metanojenik aktivitesinin substrat olarak asetat kullamildiginda %72, hidrojen
kullanildiginda %56 oraninda diistiigli, asetat kullanan metanojenlerin hidrojen
kullanan metanojenlere gore daha hassas oldugu, asetoklastik metanojenlerin spesifik
¢ogalma hizinin 4000 mg/l amonyak azotu konsantrasyonunda yariya inerken
hidrojenotroflarda spesifik ¢ogalma hiznm 7500 mg/l amonyak azotu
konsantrasyonunda yariya indigi belirtilmistir (Borja ve dig., 1996).

Sprott ve Patel (1986) tarafindan yapilan diger bir ¢aligmada, asetoklastik
metanojenlerden Methanosarcina barkeri ve Methanothrix concilii’nin artan
amonyak konsantrasyonlarina hidrojenotrofik metanojenlere gére daha duyarh

oldugu goriilmiistir (Tablo 2.11)

Amonyak¢a zengin atiklara alstinlan mezofilik kiiltlirlerde  asetoklastik

metanojenlerin, propiyonat kullanan asetojenlerle kargilagtirldifinda serbest
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amonyak azotuna daha duyarh besinsel grup oldugunu gdsteren Heinrichs ve dig.
(1990) tarafindan da benzer sonuglara ulagilmistir.

Tablo 2.11 Amonyaga duyarlilk ve toleranslarina g6re metanojenlerin
smiflandiriimasi (Sprott ve Patel, 1986).

Amonyaga duyarh olanlar Amonyaga toleransh olanlar
Methanospirillum hungatei Methanobrevibacter aboriphilus
Methanosarcina barkeri ‘ Methanobrevibacter smithii
Methanothrix concilii Methanobacterium strain G2R

Methanobacterium bryantii

Methanobacterium formicicum

Substrat olarak sadece asetat kullanan yiiksek amonyak konsantrasyonlarna adapte
olmus kiiltiirlerde 8000 mg/l amonyum azotu konsantrasyonlarina kadar asetatin
tamamen, 17.000 mg/l gibi yliksek konsantrasyonlarda ise bir miktar asetatin metana
doniistligi literattirde kanitlanmigtir (Blomgren ve dig., 1990).

Asetatin UYA konsantrasyonunun esas kismini olusturmasi, asetat kullanan
metanojenlerin inhibe oldugunu gosterir (Hansen ve dig., 1998). Hidrojen kullanan
metanojenlerin inhibisyonunun, proses geneli i¢cinde bulunan daha yiiksek serbest
amonyak konsantrasyonlarinda ortaya ¢iktig1 Koster ve Lettinga (1988), Angelidaki
ve Ahring (1993) tarafindan da belirlenmigtir. Bu durum, “hidrojenotrofik metan
lireten bakterilerin, amonyak tarafindan inhibisyonunun metanojenesisin son
bulmasinin temel nedenidir” (Wiegant ve Zeeman,1986) agiklamasiyla ¢elismektedir.
Hidrojen kullanan metanojenlerin inhibe olmasinin nedeni olarak hidrojen
birikiminin propiyonatin birikimine yol ag¢tifi, bunun da asetat kullanan
metanojenlerin inhibitdrii olarak gérev aldig1 diistiniilmektedir (Wiegant ve Zeeman,
1986).

Anaerobik proseslerde mevcut besinsel gruplar iizerine amonyagin etkisi $ekil

2.17’de 6zetlenmistir (Heinrichs ve dig., 1990):

1. Amonyafin karigik kiiltiirlerdeki asetat kullanan metanojenler tizerindeki direk
inhibitor etkisi,

2. Iyonize olmamig amonyagin hidrojen kullanan metanojenler {izerindeki
inhibisyon etkisi,

3. Propiyonat kullanan bakteriler tizerindeki inhibisyon etkisi,
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4. Hidrojen tarafindan propiyonik asit kullanan bakterilerin inhibisyonu,
5. Propiyonik asitin birikmesiyle, asetat kullanan metanojenlerin inhibisyonu.

Hidrojen kullanan metanojenler

» CH;+2H,0

41,+CO, 2

4 4
\ Propiyonat

kullanan bakteriler
»

PA+2H,0 3

5\
Asetat kullanan metanojenler

AA & CH4+CO;,

NH3 )

Sekil 2.17 Anaerobik proseslerde meveut besinsel gruplar tizerine amonyagmn etkisi’
AA: Asetik asit, PA: Propiyonik asit

Yiiksek amonyak diizeylerinden sadece metanojenlerin etkilenmedigi, bir anaerobik
aritma prosesindeki mikrobiyal popiilasyon i¢indeki farkli besin gruplarinn yiiksek
amonyak konsantrasyonuna yamitimin aym olmadigt yapilan ¢aligmalarda
gbzlenmigtir.

6000 mg/l TAN ve 37-60°C arasindaki sicakliklarda domuz giibresinin giiriitiilmesi
sirasinda hidroliz ve asit lretim fazinin (asidifikasyon) verimliligi incelenmistir
(Hansen ve dig., 1998). Uretilen UYA’dan potansiyel metan {iretiminin test edilen
tiim sicakliklarda benzer bulunmasi, artan SAN konsantrasyonlarinin (750°den 2600
mg/l) her iki fermentatif agamaya da anlamli bir etkisinin olmadifim gdstermistir.
Bununla birlikte, bu potansiyel metan iiretiminin gergek metan {iretiminin sadece
%73’{inii igermesi, aym inhibisyonun hidroliz ve asidifikasyon tizerinde de ortaya

cikacagini gostermektedir.

Hidrojenotrofik olmasina ragmen, karbon kaynafi olarak asetata ihtiyag duyan
Methanospirillum hungatei amonyaga kars1 ¢ok hassastir. pH 8,0°de, bir NH, /K”
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degisim reaksiyonu araciligiyla stoplazmik K*un %98’ine kadar varan bir kismui
hiicre digina atilir (Sprott ve dig., 1984) ki bu durum, K™ un titkenmesine ve hiicre
Oliimiine neden olur. Aymi ¢alismada amonyagn, Escherichia coli ve Bacillus
polymyxa hiicrelerinde de benzer bir etki yaratign gosterilerek bu etkinin baska
bakterilerde de ortaya ¢ikmasinin olast oldugu kanitlanmigtir,

Amonyak inhibisyon evreleri, termofilik olarak domuz giibresinin aritiminda, TAN
konsantrasyonunun 3100 mg/1 (pH 8,0; SAN 961 mg/l) den kademeli olarak 8100
mg/I’ye (pH 7,9; SAN 2130 mg/l) arttiriimasi sirasinda tammlanmigtir (Sekil 2.18).
Proses, 1100 mg/l SAN (TAN 4100 mg/l) esik degerine kadar inhibe olmamigtir (1.
evre). 1100 mg/l SAN ile 1200 mg/l SAN diizeyi arasinda rolatif spesik ¢ogalma
hizinda %31 azalma ile baglangi¢ inhibisyonu (2. evre) meydana gelmigtir. Bu evreyi
takiben bir plato (3. evre) izlemistir. SAN diizeyi yaklagik 1400 mg/l’e ulagtifinda
plato sonlanmig ve rolatif spesifik g¢ogalma hizi, Onceki inhibisyonun orjinal
degerinin %21°i olan son diizeye (en yiiksek test edilen 1900 mg/l SAN degerinde)
kadar azalmaya devam etmistir (4. evre).

08|
06
04 }

021 "

Rélatif spesifik cogalma hizi (1/glin)

0.8 1 12 1,4 16 18 2
NH, {g-N7)

Sekil 2.18 Amonyak inhibisyonu evreleri (Hansen ve dig.,1998)

Amonyak inhibisyonunun evrelendirilmesinde benzer bulgular asetat kullanan
metanojenlerin azalan maksimum spesifik ¢ogalma iz gézlemleriyle elde edilmistir
(Poggi-Varaldo ve dig., 1991). Maksimum spesifik gogalma hizinin %50 azalmasina
neden olan baglangi¢ inhibisyonu 0 ile 113 mg/l SAN konsantrasyon aralifinda
meydana gelmistir. Bunu 540 mg/l SAN’a kadar uzayan bir plato ve orjinal
maksimum spesifik ¢ogalma hizimn yaklagik %10°na kadar bagka bir hizli duglis

izlemistir.

75



Metanojenik biyokiitlenin amonyak tarafindan bu asamali inhibisyonu, farkli
konsantrasyon diizeylerinde etki eden birden fazla inhibisyon mekanizmasi oldugunu
ya da farkli grup metanojenler arasinda inhibisyonun baglamasinin konsantrasyona
bagimli oldugunu gosterebilir.

Angelidaki ve Ahring (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada, asetat kullanan ve
hidrojen kullanan popiilasyonlarin inhibisyon egrileri sirasiyla sigmoidal (S) ve
lineer olmalan (Sekil 2.19) agisindan birbirinden farkli bulunmugtur. Bu durum,
asamali mekanizmadan ziyade, konsantrasyona bagimhlikla ilgili hipotezi

desteklemektedir.
100

o0
o

& 8

Rolatif Cogalma Hizt (%)

N
o

0 C 1 1
o 2 4 6 8 10 12 14
Amonyak (g-N/i)
0 140 280 420 560 700 840 980
Serbest Amonyak {(mg-N/l)

Sekil 2.19 Amonyagmn fonksiyonu olarak spesifik gogalma hizinda azalma. Substrat
olarak oAsetat, ®ehidrojen

2.4.6 Amonyak inhibisyonunda pH’1n etkisi

Anaerobik bir reaktdrdeki pH degeri son derece 6nemlidir. Ciinkii, metanojenesis
sadece pH nétral aralik iginde kaldig1 siirece hizhi ilerleyebilir. Yiksek pH
ortamlarinda var olan metanojenlere 6rnekler olsa da bircok metanojen tiirii 6,7-7,4
pH aralifinda; fakat optimum olarak pH 7,0-7,2 degerlerinde islev goriir. pH degeri
6,3’ten diisiik ya da 7,8’den yiiksek olursa metan tiretim hiz1 diisebilir. Bu nedenle
stabil bir ¢iiriitme iglemini stirdiirebilmek igin pH’a bagl inhibitor bilesiklerin
metanojenlerin aktivitesi lizerine dolayli etkisini aydinlatmak gerekir (Lay ve dig.,
1998).
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Amonyagin pH diizeyine bagl olarak amonyum iyonu ya da ¢dziinmiiy amonyak
gazi olarak bulunabilecegi belirtilmistir (McCarty, 1964). Sonug olarak, ¢amur igin
amonyak inhibisyonu veya toksisite 6lgitleri, sadece amonyak diizeylerine degil aym
zamanda hem amonyum hem de serbest amonyak diizeylerini hesaba katar (Kroeker
ve dig., 1979).

Serbest amonyak, iki tiir arasinda bakteriyal metabolizmaya daha toksik olan olarak
taninir (McCarty ve Mc Kinney, 1961; Kroeker ve dig., 1979; Braun ve dig., 1981;
Sprott ve dig., 1984; De Baere ve dig., 1984; Zeeman ve dig., 1985; Hashimoto,
1986; Koster ve Koomen, 1988; Angelidaki ve Ahring, 1993).

pH, sicaklik ya da her ikisi birden arttirldiinda, aritilan atlgm‘sm fraksiyonundaki
¢Oztinmiiy amonyak gazinin (NH3-SAN) oram artar (Sekil 2.16). Bu durumda
biyogaz tiretim prosesi amonyaga daha duyarl: hale gelir (Koster, 1986). pH’in 7°den
8’e ¢ikmasi serbest amonyak konsantrasyonunda 8 kat artisa neden olacaktir.

Serbest amonyak, UYA ve pH arasindaki etkilesimin, islemin daha diigiik bir metan
tiretimi ile stabil stirdigii bir durum olan “inhibe edilmiy kararli durum”a yol agtig:
One stirlilmigtlir. Bu durumun substratin yiiksek konsantrasyonda amonyak igermesi
halinde ortaya giktig1 gosterilmistir (Angelidaki ve Ahring, 1993).

Proseste amonyak inhibisyonu baskin oldugunda, metanojenlerin tizerindeki toksik
etki, UYA birikimine, pH’da diismeye ve serbest amonyak konsantrasyonunda
azalmaya neden olur. Stabilizasyon Oncesi ortamin tamponlama kapasitesi
agilmadikc¢a, proses kendi kendini stabil hale getirecektir (Bhattacharya ve Parkin,
1989; Heinrichs ve dig., 1990; Poggi-Varaldo ve dig., 1991; Angelidaki ve Ahring,
1993; Hansen ve dig., 1998).

Serbest amonyak molekiilleri hiicrelerin igine difiize olarak ve hiicreler ile ¢ozelti
arasindaki kimyasal dengeyi degistirerek mikroorganizmalan inhibe eder. Belirli
enzimler diizgiin islev gérmeye devam edemez ve hiicre 6liir (Speece, 1996; Gallert
ve Winter, 1997). Anaerobik atiksu reaktorlerindeki amonyagin toksik
konsantrasyonlan birgok raporda verilmistir. Fakat inhibe edici konsantrasyonlar,
aklimasyon uygulamalari, farkli pH ve sicakliklarda caligmalardan dolay: oldukga
genis aralikta degismektedir.

Mezofilik sartlarda 80 mg-N/I serbest amonyak seviyesi minimum inhibit6r seviyesi

olarak belirlenmigtir (Koster ve Lettinga, 1984; De Baere ve dig., 1984). Buna
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kargilik McCarty ve McKinney (1961) ve Braun ve dig. (1981) 150 mg-N/1 serbest
amonyak konsantrasyonunun inhibitdr etki yarattifini bulmuslardir. Ciftlik
hayvanlarimn  atiklarinin  termofilik artiminda pH 7,2-7,3’de asetat kullanan
metanojenler i¢in serbest amonyagin inhibitor konsantrasyonu 250 mg-N/1, hidrojen
kullanan metanojenler i¢in 500 mg-N/1 bulunmustur (Angelidaki ve Ahring, 1993;
Borja ve dig., 1996). Hayvan giibreleri ile ¢aligilan anaerobik giiriitiiciiler gogunlukla
8 civarinda yiiksek pH degerlerine sahiptir (Angelidaki ve Ahring, 1994). Amonyaga
adapte olmus sigir gilibresinin anaerobik aritiminda asetat kullanan metanojenlerin
700 mg-N/1’ye kadar serbest amonyak konsantrasyonunda ¢ogaldigi goriilmiistiir
(Angelidaki ve Ahring, 1994). Oysa domuz giibresinin amonyaga adapte olmug
populasyonlarinin 1100 mg-N/1 serbest amonyak konsantrasyonunda inhibe oldugu
belirtilmistir (Hansen ve dig., 1998).

Metan olusumunu ve metanojenlerin ¢ogalma hizlarim engelledigi igin, ¢ok daha
yiiksek konsantrasyonlarda amonyadin iyonize sekli de toksiktir. Bu durum,
amonyum iyonunun, hiicrenin stoplazmik zarmn dis yiizeyinde yer alan Mg™*
(magnezyum iyonu) ve Ca™ (kalsiyum iyonu) ile yer degistirmesi sonucu COy’ten
CH, sentezlenmesinden sorumlu olan membran proteinini etkilemesiyle agiklanmigtir
(Sprott ve Patel, 1986)

McCarty ve Mc Kinney (1961), yiiksek ugucu yag asiti tuzu konsantrasyonlarinda (9
ve 16 gr-NHjAc/l, asetik asit olarak) asetat kullanan metanojenlere herhangi bir
toksisitenin tuz toksisitesi ile iligkili oldugunu gostermiglerdir. Toksik etkinin
tuzlarin katyonlarindan kayanaklandifi ve amonyum iyonunun, test edilen tuz
katyonlari i¢inde en fazla toksik etkiye neden oldugunu belirtmislerdir. Amonyum
iyonu bikarbonat iyonu ile reaksiyona girerek sistemin tamponlama kapasitesinde
anlamli bir artisa neden olur. Bu da sonug¢ olarak anaerobik aritma prosesinde
mikroorganizma tarafindan kabul edilebilecek sinirlanin tesinde artmig bir pH’a ve
NH; fraksiyonunda artiga neden olur.

McCarty (1964) 7,4%n tzerindeki pH degerlerinde amonyak inhibisyonunun 1500-
3000 mg/l TAN konsantrasyonu aralifinda gerceklestigini bildirirken, 3000 mg/l
{izerindeki konsantrasyonlarda amonyagin pH degerinden bagimsiz olarak toksik

oldugunu ileri stirmigtiir.
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Wiegant ve Zeeman (1986) tarafindan yapilan bir aragtirmada pH 6,7-6,9 arasinda
termofilik (55°C) anaerobik giiriitme sirasinda, 3500 mg/l iizerindeki toplam
amonyak konsantrasyonunun H»/CO,’den metan iiretiminde basarisiziga yol agtigs

ve bu durumun H; artis1 ve propiyonat birikimine neden oldugu belirtilmistir.

Lay ve dig. (1998), mezofilik sartlarda pH ve amonyum azotunun metan iiretimi
{izerine etkisini aragtirmiglardir. Iyi aklime edilmis bir sistemin metanojenik
aktivitesini etkilemede amonyum azotu konsantrasyonunun serbest amonyaktan gok
daha anfamli bir faktér oldugu, metanojenik aktivitenin 6,5-8,5 pH araliinda
amonyum azotundaki artisla azaldifi, 1670-3720 mg/l amonyum azotu
konsantrasyonunda %10, 4090-5550 mg/l amonyum azotu konsantrasyonunda %50
azaldigy, 5880-6000 mg/l amonyum azotu konsantrasyonunda sifirlandifi
goriilmiistiir. Amonyum azotu konsantrasyonu 100’den 6000 mg/I’e yiikseltildiginde,
¢amurun maksimum metana d6éniisme kapasitesinin 28’den 0,9 mi-CHy4/gr-UK .giin’e
diistiigti belirtilmigtir.

Liu ve Sung (2002) tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada, termofilik kosullarda
toplam amonyak azotunun asetoklastik metanojenik aktivite tizerine inhibisyon etkisi
pH ve aklimasyon etkisiyle birlikte aragtirilmistir. Belirli bir TAN
konsantrasyonunda, metanojenik aktivitenin pH degerleriyle degistigi, belirlenen en
yiiksek metanojenik aktivitenin 7,0-7,5 pH araliginda gézlendigi, metanojenler igin
oldiirticii TAN konsantrasyonunun 10.000 mg/1 olarak tesbit edildigi belirtilmisgtir.

Amonyak tarafindan olugturulan inhibisyonun matematiksel tamimimin, sadece
hesaplanan serbest amonyak konsantrasyonunu kullanan modelle kargilastirildiginda,
toplam amonyak konsantrasyonu ve pH degerini kullanan bir modele daha iyi
uydugu goésterilmistir (Hunik ve dig., 1990; Lay ve dig., 1998).

Bununla birlikte, serbest amonyagin iki tiir igin de daha toksik olmasi gergegi
inandiricidir. Serbest amonyak azotunun %50 toksisite esigi agisindan siilfiir, fenol,
formaldehit, orto-ksilen gibi diger toksik maddelerle kargilagtirilmasi, serbest
amonyagin etkisinin biiylikliikk agisindan aym derecede oldugunu gostermistir
(Heinrichs ve dig., 1990). Bu durum, serbest amonyagin yiiksek tosisite potansiyelini
dogrulamaktadir.
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2.4.7 Amonyak inhibisyonunda sicakligm etkisi

Anaerobik aritma esas olarak ya mezofilik (20-45°C) ya da termofilik (50-65°C)
sicakliklarda yiiriir.

Mezofilik fermentasyon sartlart ile- karsilastinldiginda daha yiiksek sicakliklarda
COy’in azalan ¢Oziiniirliigi ile pH artar bu durumda daha yiiksek oranda serbest
amonyak olusur (Gallert ve Winter, 1997).

Birkag aragtirmaci, yiiksek amonyak iceren atiklarin metan fermentasyonunun
termofilik sicakliklarda, mezofilik sicakliklara gore daha kolay inhibe edilebildigini
belirlemiglerdir (Van Velsen, 1979; Braun ve dig., 1981; Blomgren ve dig., 1990;
Angelidaki ve Ahring, 1994; Poggi-Varaldo ve dig., 1997). Belirlenen bu durum,
serbest amonyak konsantrasyonunun sicaklifin artmasi ile artacagi gergegine
uygundur (Hansen ve dig., 1998).

Yiiksek yiikleme hizlarinda veya kisa bekleme siirelerinde yiiksek sicaklikta
clirlitme, bakterilerin daha yiiksek ¢ogalma hizlar1 nedeniyle, diislik sicakliklara gore
¢ok daha fazla tercih edilebilmektedir (Angelidaki ve Ahring, 1994). Proses
sicakliginin yiiksek olmasi, genel olarak bakterilerin cogalma hiz1 {izerinde pozitif bir
etki yaratacaktir. Fakat daha yiiksek konsantrasyonda serbest amonyagin ortaya
cikmasina ve proses iizerinde negatif bir etki yaratmasina neden olacaktir. Bu
nedenle, yiikksek amonyak yiiklerine sahip substrati aritan bir reaktér igin optimum
sicakligin diiglik amonyak yiiklerinde saptanan optimum sicakliktan farkli olacag:
diistindlir. Yapilan bir ¢alismada, 2500 mg-N/l amonyak yikleri igin, 55°C’nin
tizerindeki sicakliklarda reakt6r performansi azalirken, 6000 mg-N/l amonyak
yiiklerinde yaklagk 45°C’in iizerindeki sicakliklarda azaldign —goriilmiisti
(Angelidaki ve Ahring, 1994).

Termofilik anaerobik giiriitiictiler, domuz giibresi, sigir ve kiimes hayvanlan atikian
gibi hayvan atiklan ve besin igleyen proses atiksular1 gibi baz1 endiistriyel atiklarin
antimuinda  kullamlir ve yiiksek hidroliz hizlarindan dolay:r gok yiiksek amonyak
konsantrasyonlarina maruz kalir. Boyle durumlarda, termofilik metanojenler lizerine
amonyagin inhibisyon etkisi énemli olur (Sung ve Liu, 2003).

Sicakhigin Snemli etkisi, domuz giibresinin kademeli olarak beslendigi reaktérierde

6000 mg/l TAN ve genis bir sicaklik dagiliminda 37, 45, 55 ve 60°C anaerobik
ciirlitme sirasinda gosterilmigtir (Hansen ve dig., 1988). Baslangicta metanojenik

80



biyokiitle 3000 mg/l TAN’a (pH 7,9-8,1; SAN 275-413 mg/l) alistinlmistir ve TAN
konsanrasyonunun iki katina ¢gikmasi artan sicaklikla inhibisyon etkisinin artmasina
neden olmustur. 37°C’de prosesin kararli hale gelmesi ancak baslangigtan 52 giin
sonra miimkiin olmustur; spesifik metan firetimi 188 ml-CHy/gr-UK (pH 8,06; SAN
750 mg/l) olarak belirlenmis, bu durumun 45°C’de 45 giinden sonraki kararli duruma
benzer oldugu (141 mI-CHy/gr-UK pH 8,15; SAN 1400 mg/l) goriilmiigtiir. 55°C"de,
63. giinden sonra da proses kararlilifs devam etmistir (67 ml-CH4/gr-UK; pH 7,97;
SAN 1600 mg/l), fakat 60°C’de baslangigtan yaklagik 45-54 giin sonra proses
¢cokmiistiir (22 ml-CHy/gr-UK; pH 8,15; SAN 2600 mg/1).

Angelidaki ve Ahring (1994) tarafindan yapilan bir ¢aligmada siir giibresinin
anaerobik ¢iirtitiilmesinde sicakligin 55°C’nin altna diigiiriilmesinin, biyokiitle
{iretimi ve islem stabilitesi agisindan uyarici oldugu goriilmiistiir.

Hashimoto (1986), termofilik kosullarda amonyak aklimasyonunun fizibilitesi
iizerinde agirlikh durarak, mezofilik (35-37°C) ve termofilik (55°C) sicakliklarda
toplam ve serbest amonyafin metan {retimi {lizerine etkilerini aragtirmugtir.
Termofilik ¢iiriitiiciiler, daba diisiik bir amonyak konsantrasyonunda 43 giinden
sonra adaptasyon saflama yetene§i gOstermislerdir. Aklime olmamig reaktorlerde
baglangic inhibisyonu, her iki sicaklik kosulunda yaklasitk aym TAN
konsantrasyonunda goriilmiistiir (37°C’de (pH 7,04; SAN 32 mg/l) 2640 mg/l ve
55°C°de (pH 7,33; SAN 209 mg/l) 2380 mg/l). Aklime olmus biyokiitle, serbest
amonyak azotu yiiksek olmasmna ragmen 4380 mg/l’e (pH 7,33; SAN 384 mg/l)
kadar varan TAN konsantrasyonlarinda inhibe olmamuigtir.

2.4.8 Amonyak inhibisyonunda sok yiikleme ve yiiksek amonyak diizeylerine

kademeli olarak ahstirma

Adaptasyon, bir mikroorganizma toplulufunun uygun olmayan sartlara karg
gosterdigi tepkiyi tamumlar. Bazi durumlarda aklimasyon terimi adaptasyon ile es
anlamli olarak kullamilmaktadir. Adaptasyon, toplulugun uygun olmayan kosullari
yenmesi veya bu kosullara karg1 fonksiyonlarim devam ettirebilecegi farkli bir yol
bulmasidir. Adaptasyon periyodu, bu uygun olmayan kosulun baslangicindan
itibaren adaptasyona kadar gegen siireyi tarifler (McCarty and Ritmann, 1999).

Aklimasyon, amonyak inhibisyon derecesine tesir eden diger Snemli bir faktordiir.

Aklimasyonun, toksik etki yapan maddenin bozunmasi, enzimin ortam sartlarina
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uymasi veya ¢ok direngli organizmalarin baskin hale gelerek zayif olanlarimin yok
olmast nedenlerinden hangisi ile kaynaklandif1 kolay anlagilamaz (Owen ve dig.,
1979).

Bakteri hiicreleri bir ortamdan diger bir ortama aktarildiklarinda kiiltiirler, cogalmada
bir duraklama (adaptasyon) periyodu (lag-fazi) gosterirler. Bu periyod boyunca,
hiicreler yeni ortamdan yararlanmak amaciyla fizyolojik durumlarim modifiye eder
ve ¢ogalmaya baglarlar (Grady ve dig., 1996). Yiksek amonyak
konsantrasyonlarinda anaerobik aritma proseslerinde metanojenik aktivitenin geri
donmesi Oncesinde siklikla bu adaptasyon periyodu olarak bahsedilen bir gecikme
periyodu izlenir (Van Velsen, 1979; De Baere ve dig., 1984). Aklimasyon siiresi,
yeni bakterinin olugumundan gok, mevcut bakterinin metabolik degisimi i¢in gegen
stiredir (Van Velsen, 1979; Bhattacharya ve Parkin, 1989; Lay ve dig., 1998;
Angelidaki ve Ahring, 1993; Koster, 1986).

Sprott ve Patel (1986) ise; bazi metanojenlerin yiiksek amonyak konsantrasyonlarina
direnmek i¢in, bir adaptasyon periyoduna ihtiyaglar1 olmadifimi, bazi duyarh
metanojenlerin genetik degisiklikler aracilifiyla adaptasyonu gergeklestirebilecek
olsa da, bir reaktSriin geriye dénme periyodunun, ¢amurda zaten mevcut olan
direngli metanojenlerin segimi igin gerekli olan ¢ogalma periyodunu temsil etmesinin

daha olas1 oldugunu ileri stirmislerdir.

Amonyak toksisitesi genellikle, bir reaktoriin ani organik asinn yiiklenmesinin bir
sonucudur. Boyle bir durumda, artan amonyak ylikiine karst metanojenleri adapte
etme ihtiyaci kagimlmaz olur. Ani (sok) dozun sokuyla, aklimasyon sansi
minimumdur. Bununla beraber, siirekli ilave yapilmas1 ile TAN konsantrasyonu
kademeli olarak arttinilarak bakterilerin aklime olmasina olanak tanumr (Bhattarya ve
Parkin, 1989).

Metanojenlerin  yliksek  konsantrasyonlarda  amonyafa  aligtinimasi  bu
mikroorganizmalarin amonyaa karsi toleransiu arttiracaktir. Yiksek TAN
konsantrasyonlarina  aklimasyon tiim metanojenik  aktiviteyi  azaltirken,

metanojenlerin TAN ve pH degisimlerine toleransim arttirir (Sung ve Liu, 2003).

Van Velsen (1979) 1000 mg/] tizerindeki amonyak konsantrasyonlarinda anaerobik
aritma prosesinin ¢aligabilmesi i¢in, anaerobik mikroorganizmalarin uzun siiren bir

adaptasyon periyodunda kademeli olarak arttinlan amonyak konsantrasyonuna
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aligtirilmas1 gerektigini belirtmistir. 815 mg/l TAN’a aklime edilmis giiriitiilmiis
evsel atiksu ¢amuru ve daha 6nceden 2420 mg/l TAN’a aklime edilmis ¢iiriitiilmiis
domuz giibresi seklinde iki metanojenik biyokiitle tipi, artan amonyak
konsantrasyonlarina farkli tepki g6stermistir. Atiksu ¢amuru biyokiitlesinin 2360’dan
4990 mg/l’e kadar artan TAN diizeylerine adapte olmasi i¢in 10 giinden 40 giine
kadar degisen kayda deger bir siire gerekli olmugken, giibre biyokiitlesi test edilen en
yiiksek diizey olan 3075 mg/l TAN’a kadar metan iiretiminde gecikmeye neden

olmamustir,

Amonyaga adapte olmus asetat kullanan metanojenlerin, 700 mgN/1’e kadar serbest
amonyak konsantrasyonlarinda ¢ogalabildikleri g6sterilmistir (Angelidaki ve Ahring,
1993), oysa adapte olmamig proseslerin baglangi¢ inhibisyonu i¢in ¢ok daha diigiik
serbest amonyak konsantrasyonlar1 (100-150 mgN/l) bildirilmigtir (Braun ve dig.,
1981; De Baere ve dig., 1984).

Sigir giibresinin termofilik anaerobik ¢iirtitiilmesinde amonyagin inhibisyon etkisi,
tek basamakli bir artigin tersine, TAN konsantrasyonunun 3000°den 7000 mg/l’e
kademeli olarak yiikseltilmesi ile azaltilmistir (Borja ve dig., 1996). Hashimoto
(1986) tarafindan da benzer sonuglar elde edilmigtir; bu ¢aligmada termofilik ve
mezofilik kosullarda aklime olmamig biyokiitle, sirasityla 2380 mg/l (pH 7,33, SAN
209 mg/l) ve 2640 mg/l (pH 7,04, SAN 32 mg/l) TAN konsantrasyonlarinda inhibe
olmugken, aklime edilmis termofilik biyokiitle, 4380 mg/I’e varan TAN (pH 7,33
SAN 384 mg/l) konsantrasyonlarinda inhibe olmamigstir.

Farkli konsantrasyonlardaki NaCl ve NH4Cl’iin anaerobik aritma sistemine birden
verilmesi veya aligtirilarak verilmesi halinde metanojenlerin bu iki duruma toleransi
karsilagtirildiginda biiyiik farkliliklar gériilmiistiir (De Baere ve dig., 1984). Sodyum
tuzu kullamlan deneylerdeki baglangi¢ inhibisyon esigi, adapte olmug biyokiitle i¢in,
soklanmig olamn iki kati kadar yiiksek bulunmustur. Aksine, atiksu ¢amuru
clriitiiciistinden alman ¢ogunludu Methanosarcina tirinden (metanojenik
biyokiitlenin >% 99’u) olugan kangik kiiltiirler sok konsantrasyonlarda ya da
kademeli olarak arttirilan diizeylerde amonyak yiikiine maruz birakildifinda, sok
yiikleme sirasindaki baglangi¢ inhibisyonu 8635 mg/l (pH 7,00, SAN 94 mg/l) TAN
konsantrasyonunda ortaya ¢ikmustir ki bu biyogaz tiretiminde % 40 azalmaya neden
olmugtur. Artan amonyak diizeylerine kademeli olarak aklimasyon, 7850 mg/I'lik
benzer bir baslé.nglc; inhibitor esik degeri gostermistir. Biyogaz {iretiminde %50’lik
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bir diisliy, sok yiiklenmis biyokiitlede 11.776 mg/l (pH 6,8, SAN 81 mg/l) TAN
konsantrasyonunda ve adapte olmus metanojenik popiilasyonda 9159 mg/l (pH 6,8,
SAN 63 mg/]) konsantrasyonunda gézlemistir.

McCarty ve McKinney (1961), asetat kullanan metanojenik biyokiitle i¢eren kesikli
reaktdrlere sok miktarlarda beslenen Ca®" Mg?* Na', K*, NH,"nin kloriir ve asetat
tuzlarmin etkisini incelemiglerdir. En kuvvetli toksik etkinin kullanilan tuzdan
bagimsiz olarak amonyum tuzlarindan kaynaklandifn goriilmiigtiir. NH4Cl tuzu
sistemde 2172 mg/l TAN’1 olusturmus ve metanojenler tarafindan asetat substrati
digerlerine gore en uzun siirede kullanilmugtir. 2100 mg/l ve 3733 mg/l TAN
diizeyleri olugturmak igin sisteme amonyum asetat tuzu eklenmigtir. Metan
{iretiminin inhibisyonundan hemen &nce ilk TAN diizeyinde beslenen asetatin yarisi,
ikinci diizeyde ise beslenen asetatin sadece %19’u kullanilmigtir. Sok miktarlarda
verilen amonyum digindaki katyonlara sistemin toleransi, amonyum tarafindan
olusturulan farkl bir tip toksisiteyi ¢ok daha iyi gdstermistir. Amonyum asetat tuzu
kullanilarak, artan amonyak diizeylerine kademeli adaptasyon sirasinda, baslangig
inhibisyon etkisi 933 mg/l kadar diisiik TAN konsantrasyonlarinda goriilmiigtir.
Anlamli bir inhibisyon, soklanmig biyokiitledeki en diisiik NH4Cl diizeyinde
gbzlemlenene benzer bir TAN diizeyinde, yaklasik 2333 mg/l TAN
konsantrasyonunda gériilmiigtiir.

Orjinal TAN konsantrasyonu 1000 mg/l olan metanojenik graniiler ¢gamurun, g
farkli pH diizeyinde (7,0; 7,25 ve 7,6) ve bu pH degerlerine karsilik gelen 18, 33 ve
68 mg/I’lik maksimum serbest amonyak azotu konsantrasyonlarina adaptasyonu
yaklagik 60 giin siirmiistiic (Koster, 1986). Adaptasyon sonrasi, maksimum spesifik
metanojenik aktivitenin, adaptasyon Oncesi aktivitenin sirasiyla %64.,8; 62,0 ve
31,2°si olarak belirlenmesi, metanojenik graniiler ¢amurun adaptasyon periyodu
sirasinda serbest amonyak diizeyinden belirgin gekilde etkilendigini gdstermigtir.
Biyokiitlenin, baglangigtaki toksisite esik diizeyini asan TAN konsantrasyonlarinda
metan iiretme yetenegini kazandig1 adaptasyon isleminden sonra, tolere edilebilen
maksimum TAN konsantrasyonunun baglangigtaki toksisite egik diizeyinden 6,2 kat
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Fakat en yiiksek TAN konsantrasyonunda ortaya
¢ikan metanojenik aktivite, 1000 mg/l TAN konsantrasyonundaki baglangig
aktivitesinin sadece %5,3’i ya da 2300 mg/l TAN’a baglangig aklimasyonunu

izleyen aktivitenin %8,7’si oldugu gozlenmistir.
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Bir deniz {riinii igleme endistrisinden kaynaklanan atiksu ile yiiriitiilen bir diger
caligmada, 200 mg/I’den yiiksek SAN konsantrasyonlarinin bu atiksuyun anaerobik
antilmasinda ciddi inhibisyona neden oldugu belirtilmigtir (Omil ve dig., 1995).
Benzer bir ¢aligmada (Guerrero ve dig., 1997), balik konserve endiistrisi atiksuyunun
anaerobik arntilmasinda aklime edilmis biyokiitle kullanilmig, 350 mg/l SAN’da
baslangicta bile hi¢ amonyak inhibisyonu gézlenmemistir.

2.4.9 Amonyak inhibisyonunun tersinebilirlik yapisi1

Koster ve Lettinga (1988) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ti¢ hafta siireyle 9139
mg/l TAN (pH 7,4 SAN 175 mg/l; pH 7,68 SAN 327 mg/l)’a maruz birakilan
metanojenik graniiler gamurda (%99<Methanothrix) amonyak toksisitesinin, reaktor
icerigi seyreltildikten sonra tersinebilir oldugu gézlenmistir. 5229 mg/1 (pH 7.4-7,6)
TAN konsantrasyonunda kaydedilen maksimum spesifik metanojenik aktivite,
Onceden gok etkiye maruz birakilmayan benzer bir TAN yiikiinde igletilen diger
reaktdrdeki biyokiitlenin aktivitesiyle (0,12 gr-KOI/gr-UKM.giin) ayni bulunmustur.

De Baere ve dig. (1984) tarafindan yapilan difer bir caligmada, metanojenik
popiilasyonun pH 7,0’de 8636 mg/l TAN (SAN 94 mg/l) ve pH 6,4’de 20.935 mg/1
TAN (SAN 58 mg/l)’e kadar bir sok yiikden sonra tamamen iyilesmesi, her soktan
sonra 1 giin igerisinde miimkiin olmugtur. Biyokiitle gézenekli bir ortam tizerinde
sabitlendiginden, iyilesme i¢in TAN konsantrasyonunun azaltilmasi, diigik amonyak
igerikli substrat (sok 6ncesi TAN konsantrasyonu) besleyerek ve konsantre olmusg
atifyn  yikayip uzaklagtirarak kolaylikla basarlabilmigtir. Yiiksek amonyak
konsantrasyonlarina kademeli olarak adapte edilen, fakat sonunda 18.318 mg/l TAN
(pH 6,6 SAN 80 mg/l) konsantrasyonunda basarisizlifa ugrayan biyokiitle tarafindan
gergeklestirilen metan iiretiminin tamamen geri donmesi igin 4 giin gibi'daha uzun
bir siire gerekmistir.

2.4.10 Saf kiiltiirlerde amonyak inhibisyonu ve inhibisyon mekanizmalari

Inhibitor bilesikler, bir besin grubunun bir veya daha fazla iiyesinin metabolik
enzimleri ile girisim yapabilir, enerji metabolizmasi ile girisim yaparak ¢ogalma ve
ATP iiretimini engelleyebilir veya hiicre membran ile girigim yaparak hiicre i¢i pH

ya da tuz konsantrasyonlarinda degisiklikler yaratabilirler (Gallert ve dig., 1998).
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Saf kiiltiirler lizerinde yapilan galigmalarda, metanojenlerin iki olasi mekanizma ile
amonyak tarafindan inhibe edilebilecegi belirtilmistir (Sprott ve dig., 1984; Sprott ve
Patel, 1986).

1. Metan sentezi yapan enzim sistemi amonyak tarafindan inhibe edilebilir.

2. Hidrofobik amonyak molekiilii muhtemelen hiicre igine pasif olarak diffiize
olur. Hiicre igersinde amonyak, hiicre igi pH sartlarina gére hizla amonyuma
do6niigiir. Hiicre iginde biriken amonyum, hiicre i¢i pH’1 degistirerek ya da
potasyum iyonu (K) gibi diger katyonlarin konsantrasyonlarmm degistirerek
toksik olabilir.

Serbest amonyagin stoplazmaya pasif difiizyonu, NH3/NH," dengesini kurmak icin
proton alarak hiicre i¢i pH’nin degigmesine neden olur. Hiicre i¢i pH’1 korumaya
calismak icin hiicreler, proton alan sistemleri uyarir. Bircok metanojen bunu,
stoplazmadaki potasyumu (K) hiicre digindaki protonlarla (H") degistirerek yapar
(Sekil 2.20).

Sekil 2.20 M. Hungatei hiicreleri ile amonyagin iki farkli etkilesimini géstermek igin
One siiriilen model.

Metanojenlerin tamponlanmig siispansiyonuna NH4Cl ilave edildiginde, hiicre

icindeki potasyum Kkonsantrasyonundaki azalma ile birlikte amonyum

konsantrasyonundaki artig bu hipotezi desteklemektedir (Sprott ve Patel, 1986). Bu

hipotez, amonyagin pasif difizyonunun alkali pH’larda olustugu hipotezine (Sprott

ve dig.,1984) destek vermektedir.

Alkali pH’a sahip (iyonize olmamig amonyagn yiiksek oranda bulundugu) ortamda,
stoplazmik pH’nin ortamin pH’na yaklagtig1, bu nedenle, amonyak toksisitesinin,
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stoplazmik pH’nin organizmalar tarafindan tolere edilebilecek pH degerlerinin
tizerine ¢iktif1 ortamda en akut olacag belirtilmistir (Sprott ve dig., 1984).

Jarrell ve Saulnier (1987) tarafindan metanojenik Metahanospirillum hungatei,
Methanobacterium formicicum, Methanosarcina barkeri ve Methanobacterium
thermoaurophicum™un  saf  Kkiiltlirlerine amonyak inhibisyonunun etkileri
aragtinlmigtit.  Metahanospirillum  hungatei, Methanobacterium formicicum,
Methanosarcina barkeri 37°C’de ve Methanobacterium thermoaurophicum 60°C’de
cogaltilmigtir. Bu kiiltiirler tarafindan metan iiretim hizinda %50’lik bir azalma
sirastyla 4200, 10.500, 11.900 ve 19.800 mg/l TAN konsantrasyonlarinda
belirlenmigtir. pH 6,5’ta bu TAN konsantrasyonlarina kargilik gelen SAN
konsantrasyonlann 17, 42, 48 ve 392 mg/l olarak hesaplanmgtir. 60°C’de
¢ogaltilmasina rafmen, en dayamkli metanojen olan Methanobacterium
thermoaurophicum’ un 392 mg/1 gibi yiiksek bir SAN konsantrasyonundaki sagirtici
performans: dikkate degerdir; ¢tinkii 37°C ile karsilastirildiginda 60°C’de 5 kat daha
yiksek TAN fraksiyonu mevcuttur. Ayrica, bu kosullar altinda orijinal hizin
yarisindaki metan liretimi, zorunlu bir asetoklastik metanojen olan Metahanothrix
tiirlerinin kangik kiiltiirlerinde gézlemlenen degerlere yakindir (Koster, 1986). 4563
mg/l (pH 7,4-7,7; SAN 87-171 mg/l) TAN’da baslangi¢ aklimasyonunun ardindan,
metan iiretiminde sadece % 35°lik bir azalma g6zlemlenmis olsa da, TAN’1n 4992
mg/1 ve daha yiiksek konsantrasyonlara ylikselmesi metan liretiminde en az %65’lik
bir azalmaya neden olmustur.

Diger bir ¢alismada (Sprott ve dig., 1986) metanojenik mikroorganizmalarin
Methanobrevibacter smitihii, Methanobrevibacter arboriphilus, Methanobacterium
G2R suslarmin, 5600 mg/I’e varan TAN konsantrasyonlarindan (pH 7,0 SAN 61
mg/1) etkilenmedikleri goriilmiigtiir. Ayn1 kogullarda Metahanospirillum hungatei’de
metan sentezi tamamen inihibe olmustur. Metahanothrix concilii (Methanosaeta
concilii) i¢in sadece 560 mg/l TAN’un (pH 7,5; SAN 19 mg/l) ciddi sekilde toksik
etki yaptign belirlenmistir. Diger bir duyarli asetat kullanan metanojen olan
Methanosarcina barkeri ile, yaklagik 2800 mg/l TAN konsantrasyonunda (pH 7,0;
SAN 30 mg/l) metan {iretiminde yaklajik %60’lik bir azalma gozlenmigtir.
Metanojenler arasindaki amonyaga duyarliliklarn agisindan mevcut olan bu
farkliliklar, metan olugumunun miimkiin oldugu maksimum amonyak diizeyleriyle

ilgili geliskili raporlar verilmesine agiklik getirmektedir.
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2.4.11 Amonyak inhibisyonunu azaltmak i¢in uygulanan yéntemler

Serbest amonyaga bagli inhibisyon, artan sicaklikla artar (Hansen ve dig., 1998).
Domuz giibresinin termofilik (55 °C) ciriitiilmesi sirasinda bu etkiyi en aza
indirmeyi amaglayan bazi yontemler test edilmistir (Hansen ve dig., 1999). Orijinal
metan iretimi sadece 67 ml-CHa/gr-UKM iken, sisteme ilave edilen %1,5 aktif
karbon, %10 glauconite ya da iki bilesigin bir kombinasyonu, metan {iretiminde
sirasiyla 126, 90 ve 195 ml-CH4/gr-UKM bir artisa neden olmustur. En yiiksek
metan iiretimi, hi¢ ekleme olmaksizin 37°C’de ¢iiriitme sirasinda gozlemlenene yakin
bulunmugtur (Hansen ve dig., 1998).

Hayvan giibresinin anaerobik c¢iiriitiilmesi sirasinda, siilfirtin (H2S) varligina bagh
olarak ek bir inhibisyon potansiyeli vardir. 50 mg-S>/1’ii asan konsantrasyonlar,
metan {iretimini inhibe eder (Parkin ve dig., 1990; McCartney ve Oleszkiewicz,
1993). Ayrica, siilfat indirgeyen bakteriler, asetat ve H,/CO, gibi substratlar i¢in
metanojenlerle yarigir. Hansen ve dig. (1999) yaptiklari bir ¢aligmada, amonyak ve
siilfatin varlifinda metan tiretiminin inhibisyonunu incelemislerdir. Stilfiir toksisitest,
aligilmig diizeyden ¢ok daha diisitk olan, 23 mg-S>/1 H,S diizeyinde bulunmugtur.
52°C’de domuz giibresini ¢iiriiten biyokiitleye aktif karbon ve Fe?* eklenmesi
siilfliriin toksik etkilerini azaltmig ve zorlanmamig biyokiitledeki kadar yiiksek metan
{iretimi gostermigtir.

Hansen ve dig. (1999) bulgularinin tersine Heinrichs ve dig. (1990), SAN tarafindan
inhibe edilen kiiltiirlerde, aktif siilfat indirgeyen bakterilerin ve siilfatin varliginda,
metan iiretiminde ve ¢bziinebilir organik karbonun giderilmesinde belirgin artig
oldugunu gdstermigstir. Bu durum, siilfat indirgeyen bakteriler tarafindan stilfatin
varliginda, termodinamik agidan daha tercih edilir bir sekilde propiyonatin, asetat
kullanan metanojenler i¢in inhibitér olmayan bir diizeye ayngtinlmas: ile
aciklannmgtir.  Propiyonat  birikimi, hidrojenotrofik metanojenlerin  SAN
inhibisyonundan kaynaklanan, hidrojen kismi basincinin artmasimn bir sonucudur

(Wiegant ve Zeeman, 1986).

Iyonize olmamis amonyafm inhibisyon etkisi, c¢amur yasiun da Onemli bir
fonksiyonudur. Amonyafin siirekli ilave edildigi yliksek c¢amur yasina sahip
sistemler, diisiik ¢amur yasma sahip sistemlere gére daha yliksek amonyak

konsantrasyonlarim tolere edebilirler. Amonyagin sok dozlandif: sistemlerde ise,
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diigiik camur yagina sahip sistemler, yliksek ¢amur yagina sahip sistemlerden daha
avantajlidir. Yiksek konsantrasyonda amonyagin sisteme sok dozlanmasi, bakteriyal
aktiviteyi derhal durdurur. Diiglik ¢amur yasina sahip sistemlere verilen diistik
konsantrasyonda sok dozlar, sistemin iyilesmesi i¢in daha iyi bir degisim gosterir
(Bhattacharya ve Parkin, 1989).

Toksik amonyak konsantrasyonlari, sisteme zeolit gibi iyon degistiricilerin ilavesiyle
azaltilabilir. Sigir giibresiyle siirekli beslenen bir termofilik ¢iiriitiiciiye zeolit (%2
agirhk/hacim) eklenmesi, inhibisyonun baglamasmi geciktirmisticr ve baglangig
inhibisyonundan sonra metan olusumunun geriye dénmesine (tekrar baglamasina)
yardim etmistir (Borja ve dig., 1996). %10 (agirlik/hacim) toz fosforit maden cevheri
eklenmesi, daha 6nceden inhibe edilmis olan, 7850 mg/l TAN’a kadar amonyak
diizeylerinde ¢alisan kiimes giibresi ¢liriitliclisiindeki metan {iretimini arttirmigtir
(Krylova ve dig., 1997).

Anaerobik ayrismay: stabilize etmek igin Ca®*, Mg®* gibi antagonistik katyonlar
eklenebilir (McCarty ve McKinney, 1961). Saf kiiltiirler iizerine amonyagin
inhibisyon etkisinin arastinldi1 c¢alismalarda, yiiksek amonyaktan dolay1 K™u
tikenmis Methanospirillum hungatei hiicrelerinde metan sentezleme aktivitesi,
tampona Ca”* ya da Mg®" eklenerek (Sekil 2.20) geri dondiirtilmiistiir (Sprott ve dig.,
1984; Sprott ve Patel, 1986).

On ve aktif camur son gokeltim ¢amurunun giiriitiilmesinde, ¢iiritiilmiis ¢amurun
%35°lik bir geri cevrimi, gliriitiicideki amonyak azotu konsantrasyonunu 2700
mg/I’den 1700 mg/1’e diigiirmiistiir (Melbinger ve Donnelon, 1971).

Amonyak konsantrasyonunun yiiksek oldugu tahmin edilen anaerobik reaktorlerin
hizli ve giivenilir bir sekilde igletmeye alinabilmesi i¢in uygun asinin segilmesi

gerektigi vurgulanmigtir (Van Velsen, 1979).

Yiiksek konsantrasyonda amonyak igeren atiklarin pH degerini reakt6re girmeden
Once daba diisik serbest amonyak diizeyleri saglamak amaciyla kontrol etmek,
amonyak inhibisyon olasiliim azaltmak i¢in ¢ok dnemlidir (Inanc ve dig., 2000a).

Inanc ve dig. (2000b), tutunarak g¢ofalan sistemlerin; anaerobik filtre ve hibrid
yatakli reaktdrlerin, UASB reaktorlere gére amonyak inhibisyonuna daha direngli
olduklarim bildirmiglerdir. Bu durumun nedeni olarak, serbest amonyagin

biyofilmlerin derinliklerine daha kisith diffizyonu veya anaerobik filtre ve hibrid
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yatakli reaktorierde amonyaga direngli metanojenlerin baskinlit olabilecegi 6ne

2.4.12 Molekiiler mikrobiyoloji teknikleri

Mikroorganizmalarin tanisinda kullamilan klasik mikrobiyoloji teknikleri, segici
besiyeri lizerinde ¢ogaltma ve saflagtirma esasina dayanan kiiltiir metotlan,
biyokimyasal testler, morfolojik ve bazi yapisal 6zelliklerin mikroskop altinda
incelenmesi  gibi teknikler {izerine kurulmugtur. Yeryiiziinde bulunan
mikroorganizmalarn sadece ¢ok kiictik bir boltimiiniin saf kiiltiir olarak elde edilip
cogaltilabilmesi, klasik tari tekniklerinin uygulanabilirligi i¢in 6nemli bir
sinirlamadir. Yapilan ¢aligmalarda, g¢evresel numunelerdeki bakterilerin sadece %
0.1-10’1uk bir kismimin gogaltilabildigi belirtilir (Amann ve dig., 1990; Muyzer ve
dig.1993; Hugenholtz ve dig., 1998; Torsvik ve dig., 1998).

Biyolojik amtma tesislerindeki mikroorganizmalarin klasik tam1 yontemleri
kullamlarak arasgtirildify galigmalarda, gercekte aritma prosesinde aktif rol almayan
ya da etkisi ¢ok az olan bazi mikroorganizma gruplart baskin tiir olarak
tammlanmigtir. Bunun sebebi, kullarulan besiyerinde sadece ortama uyum saglayan
ve yikksek ¢ogalma hizina sahip tlirlerin {iremesi, digerlerinin ise ¢ogalamamasidir.
Bu nedenle, yapay besiyeri lizerinde ¢ogaltilamayan ya da sintrofik etkilesimler
sebebiyle saflastirilamayan tlirleri de kapsayan gergek bir popiilasyon dagilim: elde
edebilmek i¢in mikroorganizmalari kendi dogal ortamlarinda tanmimlamak gerekir
(Rittmann ve McCarty, 2001). Ozellikle, oksijen’e hassasiyetleri sebebiyle anaerobik
calisma kogullar gerektiren ve baz tiirleri besi yeri iizerinde ancak 5-6 ayda ¢ogalan
metanojenlerin tamsi igin klasik mikrobiyoloji yontemleri uygun degildir.

Son yillarda mikroorganizmalarin tamisinda morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
testlerin yaninda molekiiler mikrobiyoloji teknikleri de kullamilmaktadir. Bu sayede,
mikroorganizmalar yapay ortamlarda cogaltilmadan, kendi sistemleri icinde, en
uygun sartlar altinda incelenebilir (Grosskopf ve dig., 1998; Oude Elferink ve dig.,
1998).

DNA saflagtirma, ¢ogaltma ve dizi analizi tekniklerindeki geligmelere paralel olarak,
ribozomal RNA’nin (rRNA) ya da ribozomal DNA (rDNA) geninin dizi analizi, 16S
ve 23S rRNA’nin evrimsel isaretleyiciler olarak kullamlabilecegini ortaya
cikarmigtir. Bu sayede, 6zellikle son 10 yilda, rRNA/fDNA bazli molekiiler metotlar
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kompleks mikrobiyal popiilasyonlarin genetik ¢esitliliinin tespitinde olduk¢a Snemli
hale gelmistir. (Stams ve Oude Elferink, 1997; Oude Elferink ve dig., 1998).

Niikleik asit veri tabanlarina girilen 16S rRNA dizilerinin giinden giine artmasiyla,
16S rRNA bazli molekiiler mikrobiyoloji teknikleri, mikroorganizma tiirlerinin
tammlanmasinda ve analizinde Onemli bir ara¢ haline gelmistir. Bu teknikler,
biyolojik aritma alaminda, reaktorii tasarlayan ve igleten mithendisler ile aritma
mikroorganizmalarin1 inceleyen mikrobiyologlar arasindaki boglugu kapatan bir
koprii vazifesi goriir ve biyolojik aritmamn verimini geligtirmek i¢in etkilegimli bir
iletigim saglar (Sekiguchi ve dig., 2001).

Mikroorganizmalarin tammlanmas: ve miktarlarinin belirlenmesi igin birgok farkli
rRNA bazli teknik geligtirilmigtir (Oude Elferink ve dig., 1998). Fliioresan boyalar
ile igaretlenmis oligoniikleotitler kullanilarak yapilan floresanli yerinde hibritlesme
(FISH) teknigi bu teknikler i¢inde en yaygin olarak kullamlanlardan biridir (Manz ve
dig., 1994; Raskin ve dig., 1994; Rocheleau ve dig., 1999; Sekiguchi ve dig., 1999).

Floresanli yerinde hibritlesme (FISH) teknigi 20-25 bazdan olusan ve bir fliioresan
boya ile igaretlenmis oligoniikleotitin hiicre i¢ine sokularak rRNA ile uygun kosullar
altinda hibridizasyonu prensibine dayanir. Fliioresan boyalt oligoniikleotitler ile
hibridize olan rRNA’lar bulunduklari mikroorganizmanin fliioresan mikroskop
altinda goriintiilenebilmesini saglar.

FISH tekniginin diger tekniklere kiyasla en biiyik avantaji, kullanilan
oligoniikleotitlerin 6zgiinliifiiniin kontrol edilebilmesidir. Mikroorganizmalart grup
ya da cins seviyesinde tanimlamakta kullanilan genel kapsamli oligoniikleotitler, 16S
rRNA iizerinde iyi muhafaza edilmig bolgelere gore, tiir seviyesinde tanilar igin
kullanmilan 6zel oligoniikleotitler ise degisken bolgeler hedef alinarak tasarlanir.

Literatiirde, anaerobik reaktorlerdeki mikroorganizma gruplarmin FISH teknigi
kullamlarak incelendigi bir gok ¢aligma vardir (Raskin ve dig., 1994; Sorensen ve
dig., 1997; Rocheleau ve dig., 1999; Sekiguchi ve dig., 1999). Farkli flioresan
boyalar ile isaretlenmis oligoniikleotitler kullamldig1 takdirde FISH teknifi ile
mikroorganizma da@ilimi miktarsal olarak tespit edilebilmekte, ayrica islevsel
etkilesimde bulunan mikroorganizmalar, konumsal olarak da incelenebilmektedir
(Raskin ve dig., 1994; Harmsen ve dig., 1996; Tagawa ve dig., 2000).
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FISH tekniginin uygulanmasinda en g¢ok vakit alan agama, uygun oligoniikleotitlerin
tasarlandigy ve Ozgtinliiklerinin incelendigi asamadir. Uygun ve test edilmis
oligoniikleotit sayisi arttikga anaerobik reaktdrlerdeki mikrobiyal dagilimin tespit
edildigi detayli ¢aligmalar ¢ogalmaktadir (Rocheleau ve dig., 1999; Sekiguchi ve
dig., 1999; Ficker ve dig., 1999; Angenent ve dig., 2002; Calli ve dig., 2003).

2.4.13 Metanojenik aktivite testleri ile inhibisyonun belirlenmesi

Anaerobik aritma sistemleri, igletilmesi i¢in gereken enerjiden gok daha fazla enerjiyi
metan gazi olusumu ile sagladifindan aerobik aritma proseslerine gére ¢ok daha
avantajlidir. Fakat, cogu atiklarin biyolojik olarak ayristirilamamasi ve aymi zamanda
metanojenlere toksik etki yapabilen maddeler igermesi anaerobik aritma verimi ve
proses gilivenirligi iizerinde siiphelerin dogmasina neden olmustur. Anaerobik
proseslerin stabil ¢aligmasim saglamak icin pH, alkalinite, organik madde giderimi,
gaz {iretimi ve gaz kompozisyonu, mezofilik veya termofilik duruma bagh olarak
uygun stabil bir sicakliin korunmasi gibi parametrelerin dikkatle &lgiilmesi gerekir.
Fakat bu parametreler sadece reaktdr i¢inde olugan durumlar hakkinda bilgi verir. Bu
nedenle, anaerobik aritma proseslerine beslenen kaynaklardaki bilegenlerin olasi
toksik etkisini ve rolatif biyolojik olarak ayrigabilirligini izlemek i¢in basit ve ucuz
yontemlere ihtiyag duyulmug ve kesikli anaerobik biyodeney teknigi gelistirilmigtir
(Owen ve dig., 1979). Biyolojik deney uygulamalar1 ile genellikle, proses
dengesizligine toksik maddelerin neden olup olmadif1 belirlenebilir ve karasizliga
neden olan maddelerin toksisite esik degerleri saptanabilir (Stuckey ve dig., 1980).
Bu deneylerde stirekli (veya yar siirekli) ve kesikli besleme teknikleri kullamlmigtir.
Stirekli besleme teknikleri tamamen tam &lgekli anaerobik aritma stirecinin aymsidir
fakat, ekipman, zaman ve personel agisindan pahall: sistemlerdir. Kesikli biyodeney
tekniklerinde bu sinirlandirmalar olmaksizin degiskenlerin genis bir araligim taramak
miimkiindiir. Kesikli teknikler sok yiiklemelerin etkisi belirleyebilir ama genelde
gercek sistemlerin etkilerini yansitmazlar. Fakat bu sistemler, 6nemli degiskenleri
belirlemek ve etkili bir siirekli besleme deney programimi olusturmakta g¢ok

kullanilirlar.

Camur aktivite testi genellikle, camurun 6nceden belirlenmis miktar1 i¢in, besin
olarak verilen sabit bir substrat miktar1 kullanilarak kesikli deneylerle gerceklestirilir.

Spesifik ¢amur aktivitesi, metan firetim hiz1 veya substrat tiiketim hizi ile mevcut
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camur miktarn yardimiyla belirlenir (Soto ve dig., 1993). Anaerobik bir sistemin
metanojenik aktivitesi metanojenlere ve bu mikroorganizmalar tarafindan metana
doniistiiriilen substratlarin varligina baghdir. Anaerobik ¢amur gibi dogal bir ortamin
potansiyel metanojenik aktivitesini tahmin edebilmek igin ortamda substratin agirisi
olmali (substrat kisithh olmamali) ve iretilen metan &lgtilebilmelidir. Biyokiitlenin
potansiyel spesifik metanojenik aktivite Slglimiiniin giivenilir olmast igin metan
iiretiminin ¢amur miktarina bagli olarak belirlenmesi gerekir. Cogalma ortaminin
bilesimi biyokiitlenin potansiyel metanojenik aktivitesini etkiler. Metanojenik
aktivite testi toksik veya inhibitér bilesiklerin metabolik gruplar iizerindeki etkisinin
degerlendirilebilecegi ¢ok kullanigh bir ydntemdir. Ayrica, gesitli ¢evresel faktérlerin
etkisi de kolaylikla belirlenebilir (Dolfing ve Bloemen, 1985).

Metanojenik aktivite, genellikle kapatilmig anaerobik siselerdeki belirlenmis bir
metanojenik substrat ile inkiibe edilmig ugucu askida katilarin veya biyokiitle miktar
ile rolatif {iretilen metan miktarinin Slgiilmesi ile izlenir. Mevcut metotlarda metan
firetim hizi, sivimn yer degistirme metodu ile veya siringalar yardimiyla siselerin
bosluk kisimindan alinan gaz numunesinin metan igeriginin gaz kromatografik
analizinin gergeklestirilmesi ile izlenir (Concannon ve dig., 1988). Metanojenik
aktivite Olglimii, anaerobik aritma prosesinde as1 olarak kullanmilacak ¢amurun
secimine imkan saglar, ayr1 ayr aktivitenin saptanmasi ise prosesin farkli adimlarimin
rolatif Oneminin saptanmasi ve farkli bakteriyal tiirler arasinda olugabilecek
dengesizliklerin ortaya ¢ikmasim miimkiin kilar.

Anaerobik reaktSrlerdeki metanojenlerin aktivitesini saptamak igin gegitli
aragtirmacilar tarafindan farkli metotlar geligtirilmistir. Bu metotlarin bazilar1 Tablo
2.12’de verilmigtir ve agagida agiklanmigtir.

Dogrudan metan 6l¢iimleri, alkali ¢ozelti (6zellikle NaOH) ile doldurulmus Mariotte
siseleri kullamlmak suretiyle yapilabilir (Vaicke ve Verstraete, 1983; Field ve dig.,
1988). Bu prensibe dayanan metotlar ¢ok basittir. Fakat bu metotta gok fazla numune
hacmine gerek duyulur (500 ml’den fazla). Bu nedenle, laboratuvar ¢aligmalarinda
kullanilmasi ¢ok kullamigh degildir. Caligma hacmini azaltmak ve proses takibini
otomize etmek i¢in birkag ¢dziim Onerilmistir. Gazin siringa ile Slgiimii (Owen ve
dig., 1979) veya basing transdiiseri (Shelton ve Tiedge, 1984) ile dl¢iilmesi minimum
100 ml’ye kadar giiriitiicti hacmini diisiirebilir. Fakat, bu metotlar sadece toplam gaz

iretimini verir. Baz1 durumlarda metan igerigi sisenin bogluk kismindan alinan gazin
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gaz kromotografi analiziyle saptanabilir (Soto ve dig., 1993). James ve dig.0 (1990);
Warburg respirometresini modifiye ederek ¢lriitlici hacmini 45 ml’e kadar
substrat

diigtirerek metanojenik aktiviteyi belirlemislerdir. Aktivite aynca,

tilketiminin saptanmasiyla da belirlenebilir (Van der Berg, 1977).

Tablo 2.12 Metanojenik aktivitenin belirlenmesinde kullanilan deneysel sartlar (Soto

ve dig., 1993)
Hacim As1 miktan Substrat” izleme Referans
(kullamlan (erUAKM/L) (g/L)
hacim), ml
50 (30) %10 Hacim AA (2,70) Substrat, %CH, Van den Berg (1977)
(=0,20)
125 (100) %10 Hacim AA,PA Sirmga yer Owen ve dig. (1979)
degistirme
2000 (1000)  (5,0) AA Alkali Mariotte Valcke ve Verstracte
sisesi (1983)
160 (125) %10 Hacim 0,05 gTOK/1 Basmng transdiiseri  Shelton ve Tiedje (1984)
+ %CH,
130 (50) (0,8-8,0) AA, AA+PA Siringa (%CHy) Dolfing (1985)
H,/CO,
- (5000) (1,5-3,0) AA+PA +BA  Alkali Mariotte De Jong (1986)
(0,6+0,6+0,6)  sisesi
120 (50) %100 Hacim AA+PA Basing transdiiseri ~ Bonastre ve dig. (1987)
(1,5+0,5)
20 (10) (3-4) AA+PA (1,85) Basing transdiiseri  Concannon ve dig. (1988)
1160 (500) (0,27-5,12) AA (0,12-0,6)  Siringa (%CHy) Rinzema (1988)
500-1500 (1-5) AA+PA +BA  Alkali Mariotte Field ve dig. (1988)
(>%90) 0,6+0,6+0,6)  sisesi
2500 (1500) (2,3) AA+PA +BA  Asit ¢Bzeltisi ile Tomas (1988)
(0,6+0,6+0,6)  yer degistirme +
%CH,
500 (450) (1) AA (34) Monometrik 8lglim  Chiang ve Dague (1989)
45 (35) 2,5) AA (0,6-5) Warburg James ve dig. (1990)
respirometresi

*AA: Asetik Asit; BA: Biitirik Asit; PA: Propiyonik Asit

Anaerobik biyolojik aktivite iizerine toksisite etkisini belirlemek i¢in serum
siselerinin kullannm1 Owen ve dig. (1979) tarafindan baglatilmigtir. Bu
aragtirmacilann uyguladiklarn metot, kapatilmig siselerde inkiibe edilmis anaerobik
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agtya, test edilecek kimyasallarin ilavesi sonrasi iiretilen gaz hacminin &lgiimiine
dayanir. Gaz bacmi, artan gaz hacmi ile sirnga pistonunun yer degistirmesi
teknigiyle olgiiliir (Shelton ve Tiedje, 1984). Kesikli bir sistem olarak, aerobik
sistemlerde toksisiteyi ve biyolojik olarak ayrisabilirligi belirlemek i¢in kullanilan
Warburg respirometresi, aym1 zamanda benzer analizler igin anaerobik aritma
proseslerine de uygulanmigtir (Kugelman ve McCarty, 1965). Fakat, Warburg
respirometresinin  sinirlayic dzelliklerinden (bir kerede analiz edilecek numune
sayisinin siirhi olmasi, diizenegin pahalli olmasi, numune miktarinin suurli olmast,
deney boyunca siv1 ve gaz fazindan numune almanin zorlugu gibi) dolay: anaerobik
Warburg icin gelistirilen teori ve prosediirler serum sigesi teknikleri ile
birlestirilmigtir (Miller ve Wolin, 1974). Bu y6ntemde, numuneleri, belirlenen ortami
ve agiyl igeren anaerobik serum sigeleri istenilen sicaklikta inkiibe edilebilir ve her
serum gisesinde iretilen gaz sirnga metodu kullanilarak izlenebilir. Ayrica, siv1 ve
gaz fazlarindan analiz yapmak lizere siringa ile periyodik olarak numune alinabilir.
Serum siselerine eklenen numuneden dolay1 olusan inhibisyon, aktif bir kontrole
(inhibe edici madde igermeyen) gore gaz lretim hizindaki azalma olarak belirlenir.
Serum sigesi anaerobik toksisite deneyi, metanojenler iizerine belirli kimyasallarin
etkilerinin saptanmasinda kullamilan basit bir tekniktir. Bu teknik, pH kontrolii i¢in
ekipmana ihtiya¢ duyulmadan sabit pH’da testin yliriitiilmesine imkan tanir (Koster
ve dig., 1986).

Anaerobik toksisite deneyi (ATA), durgun inkiibasyon sartlarinda yiiriitiiltir. Fakat,
kanstirma yapilmadiginda partikiiler maddelerin ve mikroorganizmalarin hemen
hepsinin ¢okerek deney siselerinin dibinde yogunlagmasi, galkalama gerektirebilir.
Bir maddeyi test etmek i¢in deney konsantrasyonlari, inhibitér olmayacak
konsantrasyonlarla siddetli toksik etki gOsterecek konsantrasyon aralifinda segilir.
Genelde, bir madde i¢in 3 kontrolle beraber 5 ila 10 deney konsantrasyonu
segilebilir. Tiim serum sigeleri toplam 50 ml deney hacmi igerir. Dengeleme ve
sifirlama sonras1 deney baglatilir. Gaz {iretimi giinde bir veya iki kez 6lgiliir. Bu
metotla gesitli degiskenler incelenebilir ve sonuglar proses verimini belirleme de
kullanmilan miihendislik terimleriyle ifade edilebilir. Uygulanan islemler, belirlenen
deneysel c¢aligmalar haricinde tamamen esnek sayilabilen temel g¢aligmalardir

Ornegin, deneylerde hem sivi hem gaz faz1 izlenebilir. Bu yolla substrat kullanimi ve
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ara lirlin olusumunu aym anda izlemek miimkiindiir. Bu olanaklar toksisite etkisi ve

sebebini tayin etmekte Snemli hususlardir (Owen ve dig., 1979).

Inhibit6r igeren numunelerden {iretilen gazin miktarinda ve firetim hizinda kontrole
gbre bir azalma, inhibisyonun gOstergesidir. Inhibisyon, belirli bir zaman
periyodunda kontrole gére mikrobiyal aktivitede %50 azalmaya neden olan inhibitsr
madde konsantrasyonunun saptanmastyla dl¢iilebilir ve %50 inhibisyon (ICsq) olarak
belirtilir (Stuckey ve dig., 1980).

Kesikli toksisite esik deferi, anaerobik aritma proseslerinde toksik madde esik
degerini 6nceden tahmin etmekte yardimci olur. Aym zamanda, kesikli toksisite
uygulamasiyla anaerobik prosese sok dozda verilen bir maddenin zararli etkisine
neden olacak konsantrasyonunu belirlemek de miimkiindtir. Kesikli anaerobik
toksisite deneyleri tekrarlanabilirligi yiiksek olan sistemlerdir (Stuckey ve dig.,
1980).

2.4.14 Amonyak inhibisyon ¢cahsmalarmda kullanilan metanojenik aktivite test
diizenekleri

Metanojenlerin si)esiﬁk ¢ofalma hzlarmin Olglilmesi amonyak inhibisyonu

dogasinun anlagilmast bakimindan Snemli bilgiler saglayabilir (Wiegant ve Zeeman,

1986).

Literatiirde amonyak inhibisyonun aragtirildigi ¢aligmalarda kullanilan metanojenik

aktivite test uygulamalari ve sartlar1 Tablo 2.13’de verilmigtir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu béliumde inhibisyon deneylerinin gergeklestirildigi deney diizenegi, deneylerde
kullanilan sentetik atik ve ag1 gamuru dzellikleri ile parametreler ve analiz yontemleri

verilmigtir.
3.1 Deney Diizeneginin Tanimlanmasi

Metanojenik aktivite testinde, kesikli tip reaktdrler olarak 100 ml hacime sahip
serum giseleri kullamilmugtir. Biyokiitle tarafindan iretilen biyogazin &l¢timii su
deplasmam1 metoduna dayanan bir manometre diizenegi ile gergeklestirilmigtir.
Caligmada, herbiri birbiriyle baglantii 39 tiip ihtiva eden 2 manometre diizenegi
kullamlmigtir. Manometre diizenegi tuzlu su (%40 NaCl) ile doldurulmustur. Tuzlu
su ¢Ozeltisinin pH’1 biyogazdaki mevcut CO;’in ¢oziinmesini Onlemek igin

1+1°lik HCl ile pH 2’ye ayarlanmustir.

Serum sigeleri, manometre tiiplerine klipsli serum hortumu ile baglanmigtir. Her
serum gigesi i¢in bir manometre tlipti kullamlmigstir. Serum siselerinde biyokiitle
tarafindan tiretilen toplam gaz hacmi, sisedeki fazla basincin yol agtifi manometre
tiiplindeki su seviyesi al¢calmasimmin belirlenmesi yoluyla Olgiilmiistiic (Sekil 3.1).
Serum gigelerinde 50 ml’lik hacimlerde ¢alisilmigtir. Sekil 3.2°de deneysel ¢caligmada
kullanilan matris verilmistir. Denenecek her bir kosul i¢in {i¢ serum gigesi ve ayrica
berhangi bir inhibe edici madde igermeyen {i¢ serum sisesi kontrol amagh
kullanmilmagtir.

3.1.1 Seyreltme cizeltisinin hazirlanmasi ve transfer reaktoriine ilavesi

Deneysel c¢aligmalar, anacrobik mikroorganizmalarin optimal gelisimi igin gerekli
olan N ve P gibi makro niitrientlerin yaninda Na, K, Mg, Fe, S, Ni, Ca, Mo gibi iz
elementleri igeren niitrient ¢6zeltisine, karbon kayna olarak asetik asit, propiyonik
asit, bitirik asit karigtmu (1000 mg/l KOI konsantrasyonunun %70’i asetik asit,
%151 biitirik asit, %15’i propiyonik asitten karsilanmigtir) eklenerek hazirlanan

sentetik atiksu ile yapilmustir.



pH

-

Sekil 3.1. Coklu manometre diizenegi
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»

1 1 1 1 1
262 1000 1500 2000 2500 3000
TAN (mgll)

Sekil 3.2 Calismanin deneysel plan matrisi

Seyreltme suyunun kimyasal igerigi Tablo 3.1'de verilmistir. Farkli KOI
konsantrasyonlarindaki atiksulara ait iz element ihtiyact Weiland ve Rozzi tarafindan
1991 yilinda yapilan ¢alismada Tablo 3.2°de goriildiigii gibi belirlenmistir. ilgili
calisma goz oniinde bulundurularak Fe*' = 0.5 mg/l, NiZ" = 0,05 mg/l, Co*" = 0,05
mg/l, Mo™ = 0,01 mg/l olacak sekilde kullanilacak iz element ¢ézeltisi icerigi Tablo

3.3°deki gibi belirlenmistir.
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Tablo 3.1 Seyreltme suyunun kimyasal igerigi (Valcke ve Versttraete, 1983)

Kimyasal Madde Konsantrasyon mg/l
NH,4Cl 1000
K,HPO4 763,35
KH,PO4 2500
Na,S . XHz0 100
Maya ekstresi 200

Tablo 3.2 Farkli KOI konsantrasyonlardaki atiksularm iz element ihtiyaci (Weiland

ve Rozzi,1991)
Atiksudaki KOI Konsantrasyon araligi (mg/l)
konsantrasyonu (mg/1) Fe* i Co™ Mo*
10,000 0,5-20 0,05-3 0,05-2 0,01 —0,05
50,000 3-100 0,3-15 0,3-10 0,05-0,2

Tablo 3.3 Caligmada kullanilan iz element ¢dzeltisi

Kimyasal Madde ~ Konsantrasyon mg/1

FeCl;.4H,0 1,776
NiCl,.6H,0 0,2024
CoCl,.6H,0 0,2018
Na;Mo04.2H,0 0,0252

Tablo 3.1 ve Tablo 3.3°de belirtilen kimyasallardan stok g¢ozelti hazirlanmis ve
igerigi Tablo 3.4’de verilen igme suyuna belirtilen konsantrasyonlari saglayacak
sekilde ilave edilmistir. Seyreltme suyunun hacmi her serum sisesine 50 ml

seyreltme gozeltisi ilave edilecedi gbz 6niine almarak belirlenmistir.

Seyreltme ¢ozeltisinin (biyokiitle + substrat + niitrient) serum sigelerine kisa siirede
homojen ve anaerobik ortamda transferini saglamak icin toplam hacmi 4 litre olan

transfer reaktorii kullanilmugtir.

Transfer reaktorii, tabandan itibaren 3,4 cm yiikseklikte (seyreltme ¢Ozeltisinin serum
siselerine transferinde peristaltik pompanin giris hortumunun baglandigi) Y4’lik
vana, iist kapak bolimiinde pH diizeltmesini yapabilmek, substrat ve inhibe edici

maddeyi enjeksiyon yoluyla verebilmek igin 3 adet lastik tipa, transfer sirasinda
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reaktor i¢inde anaerobik ortami korumak igin azot gaz ile doldurulmug balonun

takildig1 ¥4’liikk vana ihtiva etmektedir (Sekil 3.3).

Tablo 3.4 Igme suyunun igerigi

Ca™ 51mg/l cr 2,9 mg/l
Mg*2 9 mg/l NO; 34 mg/l
Na' 2,3 mgl SO, 82my/l
K' 0.4 mgl HCO3 179 mg/l

Sekil 3.3 Seyreltme ¢ozeltisinin serum siselerine transfer diizenegi

Substrat hari¢ seyreltme suyu ile 3-4 kez yikanan biyokiitlede AKM-UAKM
degerleri belirlenmistir. Biyokiitlenin seyreltme ¢o6zeltisinde 2000 mgUAKM/L
(Inanc ve dig., 2002) saglayacak miktari ve seyreltme suyu transfer reaktdriine ilave
edilmistir. Seyreltme ¢ozeltisinin pH’1 istenilen degere getirildikten sonra seyreltme
¢Ozeltisini iceren transfer reaktorii 37+1°C de inkiibatdrde 12 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi, KOI konsantrasyonunun %70’ asetik asitten, %15°i propiyonik
asitten, %15’ butirik asitten kargilanacak sekilde olusturulan stok substrat
¢ozeltisinin (Tablo 3.5) seyreltme ¢ozeltisinde 1000 mgKOI/L saglayacak miktari bir
enjektor yardimiyla transfer reaktoriine ilave edilmistic. pH degeri transfer

reaktdriine baglanan pH probu ile siirekli olarak izlenmis ve gerekirse pH degeri 8N
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NaOH veya IN HCI ile istenilen degere ayarlanmigtir. Transfer reaktoriine tim

ilaveler azot gaz1 altinda yapilmistir.

Tablo 3.5 Stok substrat ¢ézeltisinin igerigi &

Kimyasal Miktar (ml/100ml)
CH;COOH 62.5
CH;CH,COOH 10.1
CH;CH,CH,COOH 8.8

* Stok substrat gozeltisinin 1 mD’si seyreltme suyunun 1 It'ine ilave edildiginde 1000 mg/l KOIi
konsantrasyonu saglamaktadir.

3.1.2 Serum siselerine seyreltme ¢izeltisinin transferi

Seyreltme ¢ozeltisinin serum siselerine transferi 6ncesi, serum sigeleri 2 dakika azot
gaz1 ile yikanmugtir. Agi, substrat ve nutrientleri ihtiva eden ¢ozeltinin serum
siselerine, kisa siirede homojen ve anaerobik ortamda transferi i¢in otomatik olarak
istenilen hacimde dozlama yapabilen peristaltik pompa, magnetik kanstirict ve azot
gaz1 kullanilmugtir. Peristaltik pompa ile seyreltme ¢ozeltisi, transfer reaktériinden
her serum sisesine 50 ml esit hacimlerde dagitilmistir. Transfer reaktorii, her serum
sisesine seyreltme gozeltisini homojen olarak dagitmak igin magnetik karigtirici ile
kangtirilmigtir. Azot gazi transfer sirasinda oksijen girigini onlemek amaciyla
kullamlmustir. Denenecek her kosul igin 6 serum sisesi kullanilmugtir. Seyreltme
gozeltisinin ilk 50 ml’si, bir onceki transferden peristaltik pompanin ara hatlarinda
kalabilecek, farkli inhibe edici madde konsantrasyonundaki ¢ozeltiyi bertaraf etmek
igin atilmus, ti¢ serum sisesine transfer edilen ¢ozelti t = to anindaki pH, Coziinmiis
Organik Karbon, Alkalinite, Askida Kati Madde, Ugucu Askida Kati Madde, Ugucu
Yag Asitleri ve Toplam Amonyak Azotu parametrelerinin baslangig degerlerini
saptamak {izere ayrilmig, son {¢ serum sisesi inhibisyon deneyinde kullanilmustir.
Seyreltme ¢ozeltisinin azot gazi altinda serum siselerine transferi Sekil 3.4°de

verilmigtir.
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Sekil 3.4 Seyreltme ¢ozeltisinin serum siselerine transferi

Kontrol amagh ¢ozeltinin serum siselerine transferi sonrasi, transfer reaktériinde
kalan ¢ozeltinin hacmine gére hesaplanan inhibe edici madde miktari transfer
reaktoriiniin tst boltimiindeki lastik tipadan anaerobik sartlarda enjekte edilmis ve
her ilave sonrasi pH kontrolii yapilarak pH’in istenilen degerde sabit tutulmasi
saglanmustir. Transfer reaktorlerinde TAN konsantrasyonlar bu sekilde adim adim
arttirilarak her pH/TAN kombinasyonlari olusturulmustur. Gereken durumlarda pH
diizeltmesi 8N NaOH (veya IN HCl) ile yine transfer reaktoriiniin tist boliimiinde yer
alan lastik tipadan enjeksiyon yoluyla yapilmigtir. Bu sekilde her transfer
reaktoriinden aynm1 pH’da alt1 farkli konsantrasyonda inhibe edici maddeyi (TAN)
iceren ¢ozeltiyi anacrobik sartlarda serum siselerine transfer etmek miimkiin

olmustur.

3.1.3 Numune alma ve izleme

Her 50 ml ¢6zeltinin anaerobik sartlarda serum sigelerine transferi sonrasi siselerden,
10 saniye azot gazi gegirilip agizlan lastik tipa ve aliminyum krimple kapatilmis,
inhibisyon dencyinde kullanilacak serum siseleri, sicakhigi 37+1°C de sabit tutulan

su banyosuna yerlestirilmistir.



Su banyosuna yerlestirilen serum siseleri manometre diizenedine baglanmadan 6nce
30 dakika bekletilip sicakhk farkindan dolayi olusan gaz, enjektdr ignesi yardimi ile
tahliye edilmistir. Serum siselerindeki basing, serum siselerinin hepsinde ayni ve
stabil sartlar1 saglamak icin sifirlannmustir (Sekil 3.5). Daha sonra herbir serum sisesi

bir manometre tiiptine baglanmistir. Siselerde {iretilen biyogazin manometre

tiiplerine transferi klipsli serum hortumu ile saglanmustir.

Sekil 3.5 Serum sigelerinin ¢oklu manometre diizenegine baglantilarinin yapilmasi

Serum siselerindeki biyogaz tiretimi, sisedeki fazla basincin yol agtigi manometre

tiiplerindeki su seviyesi algalmast siirekli izlenerek belirlenmistir (Sekil 3.1).

3.2 Parametreler, Analiz Yontemleri ve Ol¢iim Sikhklar:

Deneylerde izlenen parametreler: pll, alkalinite, TAN, AKM, UAKM. COK, UYA,

biyogaz miktart ve biyogaz bilesimi parametreleridir. Biyogaz miktari deney
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stiresince giinde iki kez, biyogaz bilesimi deney stiresince ortalama 3 kez 6lgiiliirken,

diger parametreler deney baslangici ve sonunda alinan numunelerde 6l¢iilmiistiir.

Ayrica deneylerde kullamlan ag1 ¢amurlannin igerdigi metonojen tiirleri deney
baglangicinda Floresanli Yerinde Hibritlesme (FISH) teknigi ile belirlenmistir.

Deneylerde kullanilan parametrelerin dlgtim yontemleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6 Deneylerde kullanilan parametreler ve 6lgtim yontemleri

Parametre Yontem

pH pH Elektrot

COK Yiiksek sicaklikta katalitik oksidasyon

Alkalinite Standart Metot (APHA- 1998)

AKM Standart Metot (APHA- 1998)

UAKM Standart Metot (APHA-1998)

UYA Gaz Kromatografi (FID)

TAN Standart Metot (APHA-1998)

Biyogaz miktan Su deplasmani yontemi

Biyogaz bilesimi Gaz Kromatografi (TCD)

Metanojen tiirleri FISH (Floresanl1 Yerinde Hibritlegme)
3.2.1 pH

Numunelerin pH degerleri Orion Model 720A pH metre kullanilarak belirlenmigtir.
Her pH okumasi dncesinde pH metre Merck kalite pH 4, 7 ve 10 tampon ¢6zeltileri
kullanilarak kalibre edilmigtir. Numunelerin pH degerlerinde bir degisiklik
yaratmamak i¢in, serum sgigelerinin tipalarnn acilir a¢ilmaz pH probunun serum

sisesine daldirilmasi ile 6l¢timler yapilmusgtir.

3.2.2 Coziinmiis organik karbon

Numunelerdeki ¢6ziinmiis organik karbon konsantrasyonlarnin belirlenmesinde
Ionics 1505 model TOK/TK cihazt kullamlmigtir. Serum sigelerinden santrifiij
tiiplerine alinan supernatant 6000 rpm’de 15 dakika santriflij edilmistir. Santrifiyj
edilen numune, 0,45 pm HV Durapore membran filtreden gegirilmistir. Filtreden
gecirilen numuneler, 10-100 mg/1 Slgiim araligy iginde kalacak sekilde distile su ile
seyreltilmig ve 1-N H,SO; ile (pH<?2) asitlendirilmigtir.
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1000 mg/l TOK olacak sekilde hazirlanan potasyum hidrojen fitalat (CsHsKO,) stok
¢Ozeltisinden kalibrasyon standartlar1 hazirlanmstir. Standartlar ve numunelerde 4’er
defa analizler tekrarlanarak, 6l¢tim sonuglarinin %?2 standart sapma araliginda kaldig1
teyid edilmistir.

3.2.3 Toplam alkalinite, AKM, UAKM ve TAN

AKM parametresi 103-105 °C’de, UAKM parametresi 550 °C’de Standart Metot
(APHA-1998)’a gore dl¢tilmiistiir. Toplam alkalinite, Standart Metot (APHA-1998)
titrasyon metodu (pH son noktast 4,5) uygulanarak belirlenmistir.

Toplam amonyak azotu, 5 mg/l amonyak azotu icerecek sekilde seyreltilmis
numunelere, Standart Metot (APHA-1998) titrimetrik metod wuygulanarak
belirlenmigtir. Titrimetrik metot uygulanarak belirlenmis sonuglar: teyit etmek igin,
1 mg/l amonyak azotu igerecek sekilde seyreltilmis numunelere, Standart Metot
(APHA-1998) fenat metodu uygulanmigtir.

3.2.4 Ugucu yag asitleri

Serum sigelerinden santrifiij tiiplerine alinan supernatant 6000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmigtir. Santrifiij edilen numune, 2 mI’lik enjektorlere alinmig ve 0,45um
HV Durapore membran filtreden 25ul 10-N H3PO, igeren viallere stiziilmiistiir.
Numunelerdeki ugucu yag asitlerinin belirlenmesinde ATI Unicam model 610 gaz
kromatografisi kullanilmugtir. Kalibrasyon egrisi, 1000 mg/l asetik asit, propiyonik
asit, iso-biitirik asit, biitirik asit, iso-valerik asit ve valerik asit karigumi igeren
Alltech-FA-mix-02 standart ¢ozeltisinden hazirlanan 10-25-50-100-250-500-1000
mg/l konsantrasyonlar i¢in ¢izilmigtir. Standart ¢ozeltiler ve numuneler 1pl enjekte
edilmigtir. Asitler, Hy/hava (33/330 ml/dk) ile beslenen alev iyonizasyon dedektor
(FID) ile saptanmugtir. Numunelerdeki yag asitleri, tasiyici gaz Helyum (5 ml/dk) ile,
10-m Hewlett Packard HP-FFAP kapiler kolon (i¢ ¢apt 0,53 mm) tizerinden
135%C’de izotermal olarak aynlmustir. Enjektdr ve dedektor sicakliklari, 200 ve
220°C’e set edilmigtir.

3.2.5 Biyogaz bilesiminin belirlenmesi

Biyogazdaki metan ve karbondioksit yiizdesi, belirli araliklarla serum sigelerinin
lastik tipasindan enjeksiyon (0,3 ml) yoluyla alinan biyogazda saptanmigtir.
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Biogazdaki CO, ve CHy igerikleri, termal iletkenlik dedektdrii (TCD) (tasiyic1 gaz
akimi 20 ml N»/dk.)) ile donamimli Hewlett Packard 4890 A model Gaz
Kromotografisi ile belirlenmigtir. Gaz numuneleri, paslanmaz gelik (1,8 m x 0,6 cm)
Porapak Q (100/120 mesh) kolon ile izotermal olarak ayrilmistir. Kolon, enjektsr ve
dedektor sicakliklan sirastyla 50, 50 ve 220 °C’e set edilmistir.

Gaz kromotografisinin kalibrasyonu her okuma &ncesinde standart gaz (%60 CHs,
%40 CO») ile yapilmigtir. Standart gaz ve gaz numuneleri 0,3 ml Gastight siringa ile
enjekte edilmisgtir.

3.2.6 Metanojen tiirlerinin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin tamimlanmast ve miktarlarimin belirlenmesi igin birgok farkl
rRNA bazhi teknik geligtirilmistir (Oude Elferink ve dig., 1998). Fliioresan boyalar
ile isaretlenmis oligontikleotitler kullanilarak yapilan Floresanh Yerinde Hibritlegsme
(FISH) teknigi bu teknikler iginde en yaygin olarak kullanilanlardan biridir (Manz ve
dig., 1994; Raskin ve dig., 1994; Rocheleau ve dig., 1999; Sekiguchi ve dig., 1999).
FISH teknigi 20-25 bazdan olusan ve bir fliioresan boya ile isaretlenmis
oligoniikleotitin hiicre igine sokularak rRNA ile uygun kosullar altinda
hibridizasyonu prensibine dayanir. Fliioresan boyali oligoniikleotitler ile hibridize
olan rRNA’lar bulunduklart mikroorganizmanin fliioresan mikroskop altinda
goriintiilenebilmesini saglarlar.

Floresanl yerinde hibritleyme (FISH) teknigi

Camur numuneleri %4’lilkk paraformaldehit-PBS soliisyonu i¢inde bir gece 4 °C’de
bekletilerek sabitlenmigtir. Sabitlenen hiicreler teflon slaytlara konularak steril
kabinde kurutulmugtur (Raskin ve dig.,1994). Isaretlenmis problari (Cy3 ve TRITC
icin 30 ng/kuyu, Fluos i¢in 50 ng/kuyu) (MWG Biotech, Ebersberg) igeren
hibridizasyon soliisyonu (0.9 M NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 8.0, %0.01 SDS)
kullanilarak numuneler 2 saat boyunca 46°C de hibridize edilmigtir. Optimum
hibridizasyon kalitesini elde etmek i¢in Tablo 3.7°de verilen konsantrasyonlara gore
formamit eklenmigtir. Hibridizasyondan sonra, yikama soliisyonu (probsuz
hibridizasyon soliisyonu) ile baglanmayan oligoniikleotitler yikanmistir. DNA’lan
boyamak i¢in ytkama soliisyonuna 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (100 pl
%0.1 DAPI) eklenmigtir. Daha sonra slaytlar 48°C’de 10 dakika boyunca yikama
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solisyonunda bekletilip, su ile durulandiktan sonra hemen kurumaya birakilmastir.
Slaytlar Olympus BX50 mikroskop ile incelenmis ve mikroskoba bagl bir dijital

kamera ile gérlintilenmisgtir.

Tablo 3.7 Floresanl: hibritlesme tekniginde kullanilan oligoniikleotid proplar (Calli,

2003)
Probun Kullanilan Formamit Niikleotid Dizisi (5°- 37) Hedef Ref.
adi Boya %) mikroorganizma
EUB FLUOS 35 CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT Tiim bakteriler Aman
338 ve dig.
(1990)
ARCH Cy3 35 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Ttim arkealar Stahl
915 ve dig.
(1991
MX Cy3 35 TCGCACCGTGGCCGACACCTAGC  Methanosaeta
825
MS FLUOS 35 CGCCATGCCTGACACCTAGCGAGC Methanosarcina Raskin
821 ve dig.
MB TRITC 35 TACCGTCGTCCACTCCTTCCTC Methanobacteriales (1994)
1174
MC FLUOS 35 GCAACATAGGGCACGGGTCT Methanococcales
1109
MG TRITC 35 CGGATAATTCGGGGCATGCTG Methanogenium-
1200 relatives
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4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1 Giris

Deneyler, iki farkli tam o6lgekli endiistriyel anaerobik reaktSrden temin edilen agt
camurlar1 kullanilarak yiiriitiilmiigtiir. Caligmada kullanilan ag1 ¢amurlarindan biri,
misir islenerek gida sektorii i¢in ara maddeler tiretilen Cargill Orhangazi Misir
Isletme Tesisindeki graniiler gamurlu ve genlesmis havasiz camur yatagindan temin
edilmigtir. Flokiiler yapidaki diger ag1 ¢amuru Uzay Gida Patates Cipsi Uretim
Tesisindeki yukar1 akigli anaerobik ¢amur yatakli reaktérden temin edilmigtir.
Yapilan deneylerle iki farkli gamurun metanojenik aktivitesi {izerine pH ve pH’a
bagli olarak amonyagin inhibisyon etkisi incelenmisgtir.

Caligmada, her pH degeri (6,8; 7,4; 7,8; 8,4) i¢in alt1 farkli TAN konsantrasyonunun
(262, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000 mg/1) iki ayr: tesisin anaerobik reaktGriinden
alman ¢amurdaki inhibisyon etkisi toplam biyogaz tiretiminin izlendigi metanojenik
aktivite testi (Owen ve dig., 1979) kullarularak belirlenmistir.

Deneyler 6ncesinde, inhibisyon deneylerinde kullamlacak tiim sartlarin uygulanabilir
olup olmadigim aragtirmak amaciyla Ek C’de verilen 6n ¢aliyma yapilmigtir.

4.2 Graniiler Anaerobik Aritma Camuru ile Yapilan Deneysel Caliymalar

Graniiler anaerobik antma ¢amurunun metanojenik aktivitesi lizerine amonyagin
inhibisyon etkisi, 4 farkli pH degerinde (6,8; 7,4; 7.8; 8,4), her pH degerinde biri
kontrol olmak iizere 6 farkli TAN konsantrasyonunda (262-1000-1500-2000-2500-
3000 mgTAN/L) aragtirilmigtir. Deneysel ¢alisma matrisi Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Inhibisyon deneyi oncesi graniiler ag1 gamurunda etkin mikroorganizma tanimlamasi
ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in floresanli yerinde hibritlesme teknigi kullamlmigtir

ve sonuglar asagida sunulmugtur (Sekil 4.1).



Methanosaeta \ Methanosaeta

Methanosarcina

Sekil 4.1 Graniiler camura FISH teknigi uygulanmasi sonunda elde edilen mikroskop
goriintiileri
1. Graniiler as1 ¢amuru oligoniikleotit ARCH 915 ile hibridize olan, ¢ok fazla,
ipliksi yapida, aktit mikroorganizmalar icermektedir.
2. ARCH 915 oligoniikleotit ile sinyal veren mikroorganizmalarin biiyiik bir
¢ogunlugu (>%95) MX 825 oligoniikleotit ile de hibridize olmus ve asetat
kullanan Methanosaeta” tiirii metanojenler olarak tespit edilmistir.

As1 camurunda MS 821 oligoniikleotit ile hibridize olan az miktarda (<%5)

[9%)

asetat kullanan Methanosarcina” tiiriine de rastlanmistir.

4. ARCH 915 ile hibridize olan metanojenik arkelerin gok biiyiik bir kisminin
asetat kullanan metanojenler (MX 825 ve MS 821) olarak tespit edilmesi. ast
c¢amuru i¢inde hidrojen kullanan metanojenlerin ¢ok az sayida oldugunu
gostermektedir.

*Methanosaeta ve Methanosarcina asetiklastik metanojenlerdir
Camurun Ust fazindan alinan numunenin karakterizasyonu sonucunda asagidaki

degerler bulunmustur.

pH =6.834
TAN =90 mg/I

Camur, tesisten gelebilecek ¢oziinmiis organik maddeyi bertaraf etmek i¢in substrat
hari¢ seyreltme suyu ile 4 kez yikanmig, son yikama suyunda ve seyreltme suyunda
COK degeri 6l¢tilmiistir. Son yikama suyu ve seyreltme suyunun COK degerleri
sirastyla 47 mgCOK/Il ve 50 mgCOK/l bulunmustur. Seyreltme suyunda &lgiilen 50

mg(OK/I degerinin maya ekstresinden (Tablo 3.1) kaynaklanmaktadir.
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Seyreltme suyu ile yikanan graniiler gamurun tam kangimindan alinan numunede
AKM ve UAKM parametreleri yapilmigtir. Bu parametrelerin sonuglari asagida

verilmistir.

AKM = 56873 mg/l
UAKM = 43790 mg/l
UAKM/AKM =0.770

inhibisyon deneyinde her pH degeri igin, biri kontrol olmak tizere 6 farkli TAN
konsantrasyonu uygulanmis ve her uygulama igin 6 serum sisesi kullanilmigtir. Her
pH degerinde, baslangi¢ kosullarin belirlemek igin 18 (her pH-TAN konsantrasyonu
kombinasyonunda seyreltme ¢dzeltisinin ilk 50 ml’si, bir Onceki transferden
peristaltik pompanin ara hatlarinda kalabilecek, farkli amonyak konsantrasyonundaki
¢ozeltiyi bertaraf etmek igin atilmus, ii¢ serum sisesine transfer edilen ¢ozelti t=to
anindaki pH, Céziinmiis Organik Karbon, Alkalinite, Askida Kati Madde, Ugucu
Askida Kati Madde, Ugucu Yag Asitleri ve Toplam Amonyak Azotu
parametrelerinin baslangig degerlerini saptamak tizere ayrilmustir), manometre
diizenegine baglanmak iizere 18 serum sisesi (biyogaz miktarlar1 ve sonug
parametrelerinin Slgiimlerinde 3 serum sisesinin ortalamasi) kullamlmigtir. Camurun
snceden belirlenen UAKM konsantrasyonu g6z oniinde bulundurularak, seyreltme
¢ozeltisinde 2000 mg/l UAKM olusturacak miktar1 12 saat icinde N, gazi ile
yikanmus transfer reaktoriine ilave edilmis ve yine anaerobik sartlarda seyreltme suyu

ile 3 litreye tamamlanmustir.

Substrat ilavesinden nce, transfer reaktorlerinin igindeki ¢ozeltinin pH degeri 8 N
NaOH (veya 1 N HCI) kullamlarak diizeltilmis ve 4 transfer reaktorii de 12 saat
boyunca 37+1 OC’de inkiibe edilmistir. inkiibatorden alinan transfer reaktorlerindeki
¢ozeltinin pH kontrolii yapilmis ve litreye 1 ml stok substrat ¢ozeltisi (Tablo 3.5)
enjektor yardimiyla ilave edilmistir. Substrat ilavesi ile diisen pH degeri baglangig
degerine 8N NaOH kullanilarak getirilmistir. pH diizeltmeleri sirasinda sisteme
dolayli olarak eklenen Na' miktarinin, sodyumun inhibisyon esik degerinin (orta
derece inhibisyon 3500 - 5500 mgNa'/L, Rittmann ve McCarty, 2001) altinda kaldig
goriilmiistiir. Seyreltme ¢ozeltisinin - serum sigelerine transferine kadar gegen
asamalarda pH degisimi ve sisteme dolayl olarak eklenen Na' konsantrasyonlart

Tablo 4.1°de verilmistir.
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Substrat ilavesi ve pH diizeltmesi yapilan transfer reaktorlerindeki ¢ozeltinin pH

degeri sabit tutulup, TAN konsantrasyonu degistirilmistir.

Kontrol amagh kullanilan ¢ézeltinin TAN (262 mg/l) konsantrasyonu seyreltme

suyunun igeriginden (Tablo 3.1) kaynaklanmaktadir.

1000 ile 3000 mg/l arasinda 5 farkli TAN konsantrasyonu NH4Cl (300 gr/l) stok

¢ozeltisinden karsilanmistir.

Tablo 4.1 pH 6,8; 7.4; 7,8; 8,4’de calistirilan graniiler as1 ¢amuruna ait transfer
reaktorlerindeki seyreltme ¢dzeltisinin serum siselerine transferine kadar
gecen agamalarda pH degisimi ve sisteme dolayli yoldan verilen Na*

miktarlari
TAN Inkiibasyon Inkiibasyon  Transfer ~ t=0 aninda Na*
mg/l oncesi sonrast sirasindaki pH mg/l
pH pH pH
262 (Kontrol) 6,703 6,603 6,710 6,816 938
1000 6,703 6,603 6,722 6,812 1122
1500 6,703 6,603 6,710 61797 1159
2000 6,703 6,603 6,716 6,798 1187
2500 6,703 6,603 6,721 6,803 1205
3000 6,703 6,603 6,728 6,810 1224
262 (Kontrol) 7,301 7,186 7,308 7,367 1527
1000 7,301 7,186 311 7,383 1619
1500 7,301 7,186 7,311 7,381 1674
2000 7,301 7,186 7318 7,385 1720
2500 7,301 7,186 7313 7,392 1757,
3000 7,301 7,186 7,318 7,399 1794
262 (Kontrol) 7,705 7,504 7,708 7,760 1785
1000 7,705 7,504 T:710 7,791 1895
1500 7,705 7,504 7,710 7,798 1950
2000 7,708 7,504 %712 7,810 2006
2500 7,705 7,504 VAT 7,832 2052
3000 7,705 7,504 7,714 7,853 2088
262 (Kontrol) 8,316 7,90 8,315 8,356 2024
1000 8,316 7,90 8,315 8,406 2263
1500 8,316 7,90 8,318 8,440 2374
2000 8,316 7,90 8,318 8,449 2466
2500 8,316 7,90 8,318 8,458 2539
3000 8,316 7,90 8,320 8,460 2556

TAN konsantrasyonlarin1  kargilamakta kullamlan NH4Cl’den gelen CI°

konsantrasyonlar1 Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2 Sisteme dolayli olarak eklenen CI” konsantrasyonlar: (graniler ast

gamuru)
pH TAN (mg/l) CI'( mg/l)
6,8;7,4;78; 84 262 (Kontrol) 665
6,8;7,4;78; 84 1000 2541
6,8;7,4;78;84 1500 3809
6,8;7.4;7.8; 84 2000 5077
6,8;7,4;78;84 2500 6345
6,8;7,4;78; 84 3000 7613

Tablo 4.2’den goriildiigii gibi sisteme dolayli olarak eklenen CI” konsantrasyonu,
tim pH degerlerinde uygulanan 6 farkli TAN konsantrasyonu i¢in de Kkloriir
konsantrasyonunun toksik esik degerinin (McCarty ve McKinney (1961) yaptiklari
calismada metanojenler igin kloriir konsantrasyonunun inhibisyon esik degerini 8300

mg /L olarak belirtmislerdir) altinda kalmaktadir.

Boliim 3.2’de agiklandigi gibi, her serum sisesindeki graniiler yapidaki asi

gamurunun iirettigi biyogaz olusumu giinde iki kez 6lgiilerek belirlenmistir.

Zamana kars1 biyogaz olusum miktarlarm gosteren grafikler Sekil 4.2 — Sekil 4.5°de

verilmistir.
30,0 W
25,0 4 === —.
T 200
% —e—262mg/I TAN
g 15,0 —=—1000mg/l TAN
8 —a— 1500mg/l TAN
o 10,0 A —m—2000mg/l TAN
pH=6,8 —+—2500mg/l TAN
5,0 1 ———3000mg/l TAN
0,0 - : : . . —
0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman, saat J

Sekil 4.2 Graniiler gamurun pH 6,8’deki zamana kars1 biyogaz degisim grafigi
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30,0
25,0} g
—= 20,0 |
E_ =74 ——262mg/l TAN
§ 1501 : —a—1000mg/l TAN
2 w5 —a—1500mg TAN
—m—2000mg/ TAN
5,0 4 ——2500mg/ TAN
———3000mg/ TAN
0,0 T T T T |
0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman, saat

Sekil 4.3 Graniiler camurun pH 7,4’deki zamana karg1 biyogaz degisim grafigi

30,0
25,0
— 20,0
E
" —e—262mg/I TAN
« 15,0
g; —=— 1000mg/l TAN
o 10,0 | —a— 1500mg/ TAN
St —m—2000mg/I TAN
5.0 - RRESSS —e— 2500mg/I TAN
——3000mg/i TAN |
0,0 T T T T id ——
0 100 200 300 400 500
Zaman, saat

Sekil 4.4 Graniiler gamurun pH 7,8’deki zamana karsi biyogaz degisim grafigi

30,0
25,0 §

— 20,0

£ —e— 262mg/I TAN

i 15,0 —=— 1000mg/l TAN

8 1500mg/l TAN

= i —&— 1500mg/l TA

—m— 2000mg/l TAN
—e— 2500mg/l TAN
——— 3000mg/l TAN

50

0,0

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

T T

Zaman, saat

Sekil 4.5 Graniiler gamurun pH 8,4’deki zamana karg1 biyogaz degigim grafigi
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Serum siselerinden belirli araliklarla alinan biyogazda %CH, degerleri saptanmus,

bulunan degerler Tablo 4.3 —4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.3 Graniiler camurun pH 6,8’de iki farkli zamanda Sleiilmiis %CHy degerlen"

t=44 saat =185 saat

Kontrol (262 mg/l TAN) 784 76,0
1000 mg/l TAN 76,0 77,8
1500 mg/l TAN 79,5 77,6
2000 mg/l TAN 71,5 775
2500 mg/l TAN 78,6 T
3000 mg/l TAN 78,1 78T

“Tablodaki her bir %CH, degeri 3 adet manometreden alinan orneklerin ortalamasidir.

Tablo 4.4 Graniiler camurun pH 7,4’de iki farkli zamanda Sl¢ilmiis %CH; degerleri”

t=44 saat t=185 saat

Kontrol (262 mg/l TAN) 88,0 83,9
1000 mg/l TAN 87,5 86,0
1500 mg/l TAN 86,4 849
2000 mg/l TAN 86,8 78,5
2500 mg/l TAN 85,8 85,0
3000 mg/l TAN 85,2 85,6

" Tablodaki her bir %CH, degeri 3 adet manometreden alinan Srmeklerin ortalamasidir.

Tablo 4.5 Graniiler camurun pH 7,8de iki farkh zamanda 6l¢iilmiis %CHy degerleri'

t=51 saat t=192 saat

Kontrol (262 mg/l) 90,8 90,1
1000 mg/l TAN 89,5 88.6
1500 mg/l TAN 88,8 87,7
2000 mg/l TAN 88,7 89,6
2500 mg/l TAN 86,9 86,9
3000 mg/l TAN 86,3 88,1

“Tablodaki her bir %CH, degeri 3 adet manometreden alinan orneklerin ortalamasidir.

Biyogaz iiretimi bitiminde su banyolarindan alinan serum sigelerinin igerdigi
gozeltilerde aym giin iginde pH, Alkalinite, COK, AKM, UAKM, TAN, Asetik asit,
Propiyonik asit, Biitirik asit, Izo biitirik asit, Valerik asit ve Izo valerik asit

parametrelerine bakilmustir.
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Tablo 4.6 Graniiler gamurun pH 8,4°de farkli zamanlarda dlgiilmiig %CH, degerleri”

zaman, TAN, mg/L

saat Kontrol 1000 1500 2000 2500 3000
51 95,7

192 93,9

667,5 91,1 90,8

794 92,6 91,7

1372 92,4

1876,5 90,5

2237 88.8

2692 88,9 90,2
3561 91,7

" Tablodaki her bir %CH, degeri 3 adet manometreden alinan 6rneklerin ortalamasidir.

Serum siselerinin igerdigi ¢dzeltinin baglangic ve sonug parametre degerleri, ii¢
serum gigesinden elde edilen degerlerin ortalamasi olarak Tablo D.1 — Tablo D.4’de
verilmistir (Ek D).

4.3 Flokiiler Anaerobik Aritma Camuru ile Yapilan Deneysel Caliymalar

Graniiler ¢gamurun metanojenik aktivitesi tizerine pH 8,4 degerinde amonyagin
inhibisyon etkisinin incelendigi deneysel ¢aliymalarda, pH degerinin biyogaz {iretimi
bitiminde 0,2-0,3 birim diistiigii belirlenmistir (Ek D Tablo D.4). pH degerindeki bu
diistisiin, inhibisyon nedeniyle gergeklesen bir azalma olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla flokiiler anaerobik ¢amurun inhibisyon deneyleri ncesinde bir 6n galisma
gergeklestirilmistir. Bu ¢aligma, pH 8,4 ve 3000 mg/l TAN konsantrasyonunda
inhibisyon deneysel galigma programinda yiiriitiilmiistir. Caliymada 4 adet serum
sisesi kullamlmuigtir. Her bir serum sisesi bagslangigta, manometre diizeneZine
baglandiktan, 1. giin sonunda, 3. giin sonunda ve 10. giin sonunda agilmigtir. Serum
siseleri agildiktan sonra kaydedilen pH degerleri asagida goriildiigii gibidir:

Baslangi¢ pH: 8,331

Manometre diizenegine baglandiktan 1 giin sonraki pH: 8,379

Manometre diizenegine baglandiktan 3 giin sonraki pH: 8,332

Manometre diizenegine baglandiktan 10 giin sonraki pH: 8,315
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Ayrica, baslangig ve 10. giin sonunda agilan serum siselerinde UYA parametresi de

belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4.7 de verilmistir.

Tablo 4.7 Flokiiler a1 camuru ile yapilan 6n ¢aligmada UY A degisimi

Asetik  Propiyonik Izobutirik  Butirik  Izovalerik  Valerik

Zaman Asit Asit Asit Asit Asit Asit
(mg/1) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/1) (mg/l)

Baslangi¢ 764 109 5,56 107 10,81 0

10. giin sonu 795 110 1220 92 18.1 0

*10. giinde agilan numunedeki UYA’lerinin asetik asit cinsinden toplam konsantrasyonun, baslangi¢
konsantrasyonundan bir miktar yiiksek oldugu goériilmiistiir. Bunun nedeninin 50 mg/l COK igeren
maya ekstresinin anaerobik ortamda bozunarak ugucu yag asitlerine doniismesinden kaynaklandig
tahmin edilmektedir. Ayrica propiyonik asit ve asetik asit birikimi, izovalerik asit ve izobiitirik asit’ in
baglangi¢ degerlerine gore bir miktar artmasi inhibisyon belirtilerindendir.

pH degerlerinden goriildigi gibi 10. giin sonunda da pH degerinde degisiklik
olmadig, dolayisiyla inhibisyonun sabit 8.3-8.4 pH araliginda gergeklestigi sonucuna

varilmistir.

Flokiiler anaerobik aritma ¢amurunun metanojenik aktivitesi {izerine amonyagin
inhibisyon etkisi, 4 farkli pH degerinde (6,8; 7.4; 7.8; 8.4), her pH degerinde biri
kontrol olmak tizere 6 farkli TAN"u konsantrasyonunda (262-1000-1500-2000-2500-
3000 mg/l TAN) arastirilmistir. Deneysel ¢alisma matrisi Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Metanojenik aktivite deneyleri 6ncesi floresanli yerinde hibritlesme teknigi
kullanilarak flokiiler asi ¢gamurunda etkin mikroorganizmalar tanimlanmis asagidaki

sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.6).

Methanosaeta

Methanosaeta

sekil 4.6 Flokiiler camura FISH teknigi uygulanmasi sonunda elde edilen mikroskop
(f o W &
goriintiileri
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1. ARCH 915 oligoniikleotit ile yapilan FISH deneylerinde flokiiler camurda aktif
metanojen miktarinin graniiler gamura gore ¢ok daha az oldugu belirlenmistir.

2. Flokiiler camurda aktif metanojenik tiir olarak asetat kullanan Methanosaeta
(MX 825) tiirleri tespit edilmistir.

3. Diger metanojen tiirlerine rastlanmamustir.

Camurun @ist fazindan alinan numunenin karakterizasyonu sonucunda agagidaki

degerler bulunmustur:

pH =7354
TAN = 155 mg/l

Camur tesisten gelebilecek ¢dziinmiis organik maddeyi bertaraf etmek i¢in substrat
harig seyreltme suyu ile 4 kez yikanmus, son yikama suyunda ve seyreltme suyunda
COK degeri olgiilmiistiir. Son yikama suyu ve seyreltme suyunun COK degerleri
sirastyla 49 mgGOK/I ve 50 mgCOK/l bulunmugtur. Seyreltme suyunda 6lgiilen 50
mgCOK/I degerinin maya ekstresinden (Tablo 3.1) kaynaklanmaktadir.

Seyreltme suyu ile yikanan flokiiler ¢amurun tam karisimindan alinan numunede
AKM ve UAKM parametreleri yapilmigtir. Bu parametrelerin sonuglan agagida

verilmistir.

AKM = 80406 mg/l
UAKM = 43090 mg/l
UAKM/AKM = 0.536

inhibisyon deneyinde her pH degeri igin, biri kontrol olmak iizere 6 farkli TAN
konsantrasyonu uygulanmis ve her uygulama igin 6 serum sisesi kullanilmigtir. Her
pH degerinde, baslangi¢ kogullarim belirlemek icin 18 (her pH-TAN konsantrasyonu
kombinasyonunda seyreltme ¢dzeltisinin ilk 50 ml’si, bir onceki transferden
peristaltik pompanin ara hatlarinda kalabilecek, farkl amonyak konsantrasyonundaki
¢ozeltiyi bertaraf etmek igin atilmus, ii¢ serum sisesine transfer edilen ¢ozelti t = to
anindaki pH, C6ziinmils Organik Karbon, Alkalinite, Askida Kati Madde, Ugucu
Askida Kati Madde, Ugucu Yag Asitleri ve Toplam Amonyak Azotu
parametrelerinin baglangig degerlerini saptamak iizere ayrilmistir), manometre
diizenegine baglanmak iizere 18 serum sisesi (biyogaz miktarlart ve sonug
parametrelerinin élgtimlerinde 3 serum sigesinin ortalamasi) kullamlmigtir. Camurun

Snceden belirlenen UAKM konsantrasyonu goz oniinde bulundurularak, seyreltme
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¢ozeltisinde 2000 mg/l UAKM olusturacak miktar1 12 saat iginde N, gaz1 ile
yikanmg transfer reaktdriine ilave edilmis ve yine anaerobik sartlarda seyreltme suyu
ile 3 litreye tamamlanmustir.

Substrat ilavesinden dnce, transfer reaktorlerinin igindeki ¢6zeltinin pH degeri 8 N
NaOH (veya 1 N HCL) kullamlarak diizeltilmis ve 4 transfer reaktorii de 12 saat
boyunca 37+1 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibatrden alinan transfer reaktdrlerindeki
¢ozeltinin pH kontrolii yapilmig ve litreye 1 ml stok substrat ¢ozeltisi (Tablo 3.5)
enjektdr yardimiyla ilave edilmistir. Substrat ilavesi ile diisen pH degeri baslangig
degerine 8N NaOH kullanilarak getirilmistir. Seyreltme ¢dzeltisinin serum siselerine
transferine kadar gegen agsamalarda pH degisimi ve sisteme dolaylt olarak eklenen
Na' konsantrasyonlar1 Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8 pH 6,8; 7.4; 7,8; 8,4’de c¢alistinlan flokiiler as1 ¢amuruna transfer
reaktorlerindeki seyreltme ¢Ozeltisinin serum siselerine transferine
kadar gegen agamalarda pH degisimi ve sisteme dolayli yoldan verilen

Na' miktarlart
TAN Inkiibasyon Inkiibasyon Transfer  t=0 amnda Na*
mg/1 éncesi sonrasl sirasindaki pH mg/1
pH pH pH
262 (Kontrol) 6,701 6,570 6,706 6,787 994
1000 6,701 6,570 6,711 6,778 1067
1500 6,701 6,570 6,713 6,799 1113
2000 6,701 6,570 6,707 6,768 1132
2500 6,701 6,570 6,706 6,797 1159
3000 6,701 6,570 6,709 6,815 1178
262 (Kontrol) 7,307 7,152 7,312 7,345 1582
1000 7,307 7,152 7,317 7,399 1684
1500 7,307 7,152 7,305 7,410 1720
2000 7,307 7,152 7,309 7,401 1757
2500 7,307 7,152 7,314 7,397 1785
3000 7,307 7,152 7,311 7,425 1803
262 (Kontrol) 7,702 7,454 7,709 7,784 1840
1000 7,702 7,454 7,711 7,744 1950
1500 7,702 7,454 7,708 7,788 2006
2000 7,702 7,454 7,710 7,838 2042
2500 7,702 7,454 7,719 7,786 2070
3000 7,702 7,454 7,711 7,811 2098
262 (Kontrol) 8,302 7,848 8,327 8,368 2116
1000 8,302 7,848 8,329 8,446 2374
1500 8,302 7,848 8,327 8,448 2558
2000 8,302 7,848 8,328 8,481 2668
2500 8,302 7,848 8,330 8,437 2769
3000 8,302 7,848 8,331 8,470 2861
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PpH diizeltmeleri sirasinda sisteme dolayli olarak eklenen Na" miktarinm, sodyumun
inhibisyon esik degerinin (orta derece”irrlwliibisyon 3500 - 5500 mgN a'/L, Rittmann ve
McCarty, 2001) altinda kaldi1 gorlilmiistiir. Substrat ilavesi ve pH diizeltmesi
yapilan transfer reaktdrlerindeki ¢Ozeltinin pH degeri sabit tutulup, TAN

konsantrasyonu degistirilmistir.

Kontrol amagh kullamlan ¢ozeltinin TAN (262 mg/l) konsantrasyonu seyreltme
suyunun iceriginden (Tablo 3.1) kaynaklanmaktadr.

1000 ile 3000 mg/l arasinda 5 farklit TAN konsantrasyonu NH4Cl (300 gr/l) stok
¢ozeltisinden kargilanmugtir.

TAN konsantrasyonlarim1  karsilamakta kullamlan NH4Cl’den gelen CI”
konsantrasyonlar1 Tablo 4.9°da verilmigtir.

Tablo 4.9 Sisteme dolayli olarak eklenen CI” konsantrasyonlar1 (flokiiler ag1

gamuru)
pH TAN(mg/) CI'(mg/l)
6,8;7,4;7,8; 8,4 262 (Kontrol) 665
6,8; 7,4; 7.8; 8,4 1000 2541
6,8; 7,4; 7,8; 8,4 1500 3809
6,8; 7,4; 7,8; 8,4 2000 5077
6,8; 7,4; 7.8; 8,4 2500 6345
6,8; 7,4; 7,8; 8,4 3000 7613

Tablo 4.9°dan goriildiigii gibi sisteme dolayh olarak eklenen CI” konsantrasyonu,
tim pH degerlerinde uygulanan 6 TAN konsantrasyonu igin de klorir
konsantrasyonunun toksik esik degerinin (McCarty ve McKinney (1961) yaptiklar1
caligmada metanojenler i¢in kloriir konsantrasyonunun inhibisyon esik degerini 8300
mg /L olarak belirtmislerdir) altinda kalmaktadir.

Boliim 3.2°de agiklandig1 gibi, her serum sigesindeki flokiiler ag1 gamurunun trettigi
biyogaz olusumu gilinde iki kez olciilerek belirlenmigtir. Zamana karg1 biyogaz

olusum miktarlarini gésteren grafikler Sekil 4.7 — Sekil 4.10°da verilmistir.
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30,0

—o—262mg/l TAN
—a— 1000mg/l TAN
—a— 1500mg/l TAN
—=—2000mg/| TAN
—e—2500mg/l TAN
———3000mg/l TAN
0,0 — r + .

0 1000 2000 3000 4000 5000

Biogaz, mli

Zaman, saat

Sekil 4.7 Flokiiler camurun pH 6,8’deki zamana kars1 biyogaz degisim grafigi

30,0
25,0 -
E 20,0 4
. —e—262mg/l TAN
g, 15,0 —=— 1000mg/I TAN
& 100 —a— 1500mg/ TAN
—m— 2000mg/ TAN
5,0 - pH=174 —e— 2500mg/l TAN
——— 3000mg/l TAN
0,0 . ; 1 ;
0 1000 2000 3000 4000 5000
Zaman, saat

Sekil 4.8 Flokiiler camurun pH 7,4’deki zamana kars1 biyogaz degisim grafigi

30,0
250 1 e e GO SIS S el
T 2001
- S o 262mg/l TAN
E, 15,0 + —=— 1000mg/l TAN
= 10.0 - —&— 1500mg/I TAN
—m— 2000mg/l TAN
5,0 - —e— 2500mg/I TAN
———3000mg/l TAN
0.0 . g
0 1000 2000 3000 4000 5000
Zaman, saat

Sekil 4.9 Flokiiler camurun pH 7,8’deki zamana kars: biyogaz degisim grafigi
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30,0 = ~ —e—262mgA TAN —a—1000mg/l TAN
—A—1500mgN TAN  —m— 2000mg/l TAN
25,0 1 —e— 2500mg/l TAN —=— 3000mg/l TAN

20,0 -

15,0

Biogaz, ml

10,0

5,0

0,0

1 1

0 1000 2000 3000 4000 5000

Zaman, saat

Sekil 4.10 Flokiiler camurun pH 8,4’deki zamana kars1 biyogaz degisim grafigi

Serum sigelerinden belirli araliklarla alinan biyogazda %CH, degetleri saptanmus,
bulunan degerler Tablo 4.10 — 4.13°de g6sterilmigtir.

Tablo 4.10 Flokiiler ¢amurun pH 6,8°de iki farkli zamanda O&lgiilmiis %CH,4

degerleri’
t=378 saatt=714 saat
Kontrol (262 mg/ITAN) 75,0 76,0
1000 mg/1 TAN 74,2 77,8
1500 mg/1 TAN 73,2 74,4
2000 mg/l TAN 72,8 75,5
2500 mg/1 TAN 73,2 74,4
3000 mg/l TAN 70,9 75,0

" Tablodaki her bir %CH, degeri 3 adet manometreden alinan 6rneklerin ortalamasidir.

Tablo 4.11 Flokﬁler* camurun pH 7.4’de iki farkli zamanda Ol¢iilmiis %CH,
degerleri

t=378 saat t=714 saat

Kontrol (262 mg/l TAN) 84,2 84,4
1000 - mg/l TAN 84,0 NA
1500 mg/l TAN NA 83,8
2000 mg/l TAN 82,6 86,2
2500 mg/l TAN NA 82,5
3000 mg/l TAN 82,7 83,3

¥ Tablodaki her bir %CH, degeri 3 adet manometreden alinan 8rneklerin ortalamasidir.
NA: Gaz hacmi metan ylizdesini saptamak igin yeterli oimadigindan numune alinamamigtir.
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~ Tablo 4.12 Flokﬁler* ¢amurun pH 7,8°de dort farkli zamanda &lgiilmiis %CH,

degerleri
t=378 saat t=714 saat t=2515 saat t=4390 saat
Kontrol (262 mg/l TAN) 89,5 89,3 F -
1000 mg/l TAN 83,1 86,3 - -
1500 mg/l TAN NA 83,4 86,0 82,9
2000 mg/l TAN NA 82,4 83,5 84,1
2500 mg/l TAN NA NA 82,0 82,4
3000 mg/l TAN NA NA 81,5 82,1

* Tablodaki her bir %CH, degeri 3 adet manometreden alinan 6rneklerin ortalamasidir.

NA: Gaz hacmi metan ylizdesini saptamak i¢in yeterli olmadigindan numune alinamamigtir.
4 - Deneye 2515. saatte son verilmistir.

Tablo 4.13 Flokiiler ¢camurun pH 8,4°de dort farkli zamanda Olgiilmiis %CH,

degerleri”
t=378 saat t=714 saat t=2515 saat t=4390 saat

Kontrol 91,6 92,1 * *

1000 NH4-N NA NA NA 87,0
1500 NH4-N NA NA NA 82,3
2000 NH4-N NA NA NA 64,1
2500 NH4-N NA NA NA 63,9
3000 NH4-N NA NA NA 17,5

* Tablodaki her bir %CH, degeri 3 adet manometreden alinan 6rneklerin ortalamasidir.

NA: Gaz hacmi metan ylizdesini saptamak igin yeterli oimadifindan numune alinamamustir.

# Deneye 2515. saatte son verilmistir,

Biyogaz tiretimi bitiminde su banyolarindan almman serum sigelerinin igerdigi
¢ozeltilerde aym giin i¢inde pH, Alkalinite, COK, AKM, UAKM, TAN, Asetik asit,
Propiyonik asit, Biitirik asit, izo biitirik asit, Valerik asit ve Izo valerik asit
parametrelerine bakilmigtir.

Serum siselerinin igerdigi ¢6zeltinin baglangic ve sonu¢ parametre degerleri, ii¢
serum gisesinden elde edilen degerlerin ortalamasi olarak Tablo D.5 — Tablo D.8’de

verilmistir (Ek D)
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5. DENEYSEL CALISMA SONUCLARI VE DEGERLENDIRME

5.1 Giris

Bu bolimde, deneysel caliyma sirasinda stirekli takip edilen biyogaz {iretim
egrilerinin yorumlanmas1 ve ag1 ¢amurlarinin $zelliklerini yansitan parametrelerin
belirlenmesi amactyla eklenik metan {iretim egrilerinin olusturulmasindan, ilerleyen
boéliimlerde agiklandifi sekilde eklenik metan tiretim egrilerinin modellenmesinden,
ayrica amonyak ve pH inhibisyonunu i¢in gelistirilen yeni modelden bahsedilmisgtir.

5.2 Eklenik Metan Uretim Egrilerinin Elde Edilmesi

Bolim 4.2 ve Boliim 4.3’de her iki as1 camuru igin zamana karsi ¢izilen biyogaz
tiretim egrileri kullanilarak, asagida agiklandig1 sekilde zamana karg1 eklenik metan

iiretim egrileri elde edilmistir:
A=B.C 6.1

A: giinlik metan tiretimi (ml metan / giin)

B: iiretilen biyogaz miktari (ml biyogaz / giin)

C: iiretilen biyogazdaki metan yiizdesi (% metan / biyogaz)

Giinliik metan {iretimi degerleri, deney sliresi boyunca toplanarak eklenik metan
tiretimi elde edilmigtir. Eklenik spesifik metan miktarlari (5.2)’de verilen formiil

uyarinca belirlenmistir:
M= z4 (5.2)
V.X

t
Z A : t stiresine kadar elde edilen toplam metan {iretimi (ml metan)
]

t: zaman (giin)
M: eklenik spesifik metan miktar1 (ml CHy / gr UAKM)
V: reaktor aktif hacmi (litre)



X: reaktorde teste tabii tutulan biyokiitle konsantrasyonu (gr UAKM / litre)
Graniiler ve flokiller a1 ¢amurlan igin 4 farkli pH ve 6 farkli TAN degerleri
kullanilarak elde edilen eklenik metan miktarlarinin zamana kars: ¢izilen grafikleri
Sekil 5.1 — 5.8’de verilmistir.

250 - pH 6,8
g ;E: 200 - —e— Kontrol
Ex —=— 1000 TAN
c 3 150
g% —— 1500 TAN
E g 100 ———2000 TAN
T = —a&— 2500 TAN
s E 50
x ———3000 TAN
0 T T Ll
0] 5 10 15
Zaman, giin

Sekil 5.1 Grantiler camur pH 6,8 i¢in eklenik metan tiretim egrileri

250 + pH74

§o

-"é € —e— Kontrol
cS —=— 1000 TAN
5 —a— 1500 TAN
:: % ——— 2000 TAN
S E —=— 2500 TAN
il —e— 3000 TAN

0 T - ]
0 5 10 15
Zaman, giin

Sekil 5.2 Graniiler camur pH 7.4 i¢in eklenik metan tiretim egrileri

H7,8
250 - P

g g 200 | ——Kontrol
E % —a—1000 TAN
83 150 —a— 1500 TAN
EF 100 ———2000 TAN
£0 —n— 2500 TAN
£E 50 —«— 3000 TAN
w

0 T L T —

0 5 10 15 20
Zaman, giin

Sekil 5.3 Graniiler camur pH 7,8 i¢in eklenik metan {iretim egrileri
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Eklenik metan miktan
{(ml CHJ/gr UAKM)

pH 8,4

300

250 —e— Kontrol

200 —=— 1000 TAN

1 50 ——— 1500 TAN
——2000 TA

100 N
—u— 2500 TAN

50 —e—3000 TAN
o T T L |
0 50 100 150 200
Zaman, giin

Sekil 5.4 Grantiler camur pH 8,4 igin eklenik metan tiretim egrileri

Eklenik metan miktan
(m! CHJ/gr UAKM)

200 - pH6,8
150 -
100 -
50 -
0 T T T T
0 20 40 60 80 100
Zaman, giin

———Kontrol

—s=— 1000 TAN
—a— 1500 TAN
—=— 2000 TAN
—a=— 2500 TAN
—e— 3000 TAN

120

Sekil 5.5 Flokiiler gamur pH 6,8 i¢in eklenik metan tiretim egrileri

Eklenik metan miktan
(ml CHy/gr UAKM)

120

250 - pH 7,4
200 1
150 -
100 -
50 -

0 . — T — -

0 20 40 60 80 100
Zaman, giin

—o— Kontrol

—=— 1000 TAN
—a— 1500 TAN
——— 2000 TAN
—a— 2500 TAN
—e— 3000 TAN

Sekil 5.6 Flokiiler gamur pH 7,4 i¢in eklenik metan tiretim egrileri
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pH7,8

250 -

g s —eo— Kontrol

z i‘t —=—1000 TAN
§ 3 —a— 1500 TAN
g3 —~— 2000 TAN
x0 —uw— 2500 TAN
2 E —e— 3000 TAN
w

0 50 100 150 200
Zaman, giin

Sekil 5.7 Flokiiler camur pH 7,8 i¢in eklenik metan {iretim egrileri

250 - pH84
c
£5
ES
£
.
o D
E &
x O
5%
4
17}
0 50 100 150
Zaman, giin

—&— Kontrol

—a— 1000 TAN
—a— 1500 TAN
—-— 2000 TAN
—a— 2500 TAN

—e— 3000 TAN

200

Sekil 5.8 Flokiiler gamur pH 8,4 i¢in eklenik metan liretim egrileri

5.3 Eklenik Metan Uretim Egrilerinin Modellenmesi

Kesikli inhibisyon deneyleri sonucunda elde edilen eklenik metan iiretim egrilerinin

degerlendirilmesi igin bakteriyal ¢ogalma ile metabolik biyogaz iiretimi arasinda

iligki kuran Gompertz modeli kullanilmigtir.

5.3.1 Gompertz modeli

Zwietering ve dig. (1990) tarafindan yapilan ¢alijmada onerilen bakteri ¢ogalma

egrisinin modelleme prensipleri agagida agiklamisgtir:
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5.3.1.1 Bakteri ¢ogalma egrisi

Bakteriler iistel (eksponansiyel) olarak g¢ogaldiklar i¢in genelde rdlatif populasyon

artiginin  logaritmasinin [y = lnij—} zamana gore cizilen grafigi (Sekil 5.9)

0

kullanilir. Bu formiilde N:organizma sayis1, No: bagalangigtaki organizma sayisidir.

In (N/No)

)‘ Zaman

Sekil 5.9 Cogalma egrisi
Cogalma egrisinin 3 faz1 3 parametrenin kullanimu ile tarif edilebilir:

Maksimum 6zgiil (spesiﬁk) cogalma hiz1 (pmax); maksimum artigin gozlendigi
noktada egriye cizilen tegetin egimidir.
Gecikme (Lag) faz1 siiresi (A); cizilen bu tefetin x-eksenini kestigi noktanin
apsisidir.

. e " . . N,
Asimtot (A); egrinin ulagtig1 maksimum degerdir: [A = ln-]V“‘;]

0

Egri bu noktadan sonra bir azalma gosterebilir. Bu tip davramg 6liim fazi olarak
adlandirilmaktadir.

5.3.1.2 Bakteri ¢cogalma modelleri ve model parametreleri

S (sigmoidal) sekilli gogalma egrisini tamimlayan bir ok matematik model biyolojik
olarak anlami olan parametreler (A, [max, A gibi) yerine matematik parametreler (a,
b, ¢ gibi) igerirler. Bu parametrelerin baglangi¢ degerlerinin tahmini zordur. Bununla
birlikte, biyolojik parametrelerin dogrudan denklemden tahmin edilemedigi
durumlarda, %95 giivenlik aralifinin tahmini zor olmaktadir. Bu yiizden biitiin

¢ogalma modellerinde matematik parametreler yerine A, pimax, A gibi parametrelerin
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yazilmasi gerekir. Bu islem, temel bagintidaki parametrelerin bir fonksiyonu olarak
biyolojik parametrelere ait esitliklerin tiiretilmesi ve ardindan denklemde yerine
yazilmasi ile gergeklestirili. Omek olarak asagida Gompertz esitliginin
modifikasyonunun olugturulmas: gésterilmistir:

y=a. exp[— exp(b - cx)] (5.3)

seklindedir. Bu denklemde
X yerine t yazildiginda;

y=a. exp[— exp(b - ct)] 5.4

elde edilir.

Egrinin maksimum artig gosterdigi noktamin bulunmasi amaciyla fonksiyonun t’ye

gore 2. tiirevi alinir:

% = ac.exp|-exp(b —ct)}exp(b - ct) (5.5)
c:;f = ac”.exp|-exp(b — ct)} exp(b — ct)exp(b — ct) 1] (5.6)

Maksimum artigin g6zlendigi t = t; noktasinda 2. tiirev sifira esittir:

d’y b
=0 - f=- 5.7
dat’ "¢ -7
Maksimum spesifik ¢ogalma hizi bu noktadaki 1. tiireve egittir:
dy) ac
=2 == 5.8
Fuem ( a), e ©8)

Gompertz esitligindeki ¢ parametresi yerine ¢ = Hn® yazilabilir.
a

Maksimum artigin gozlendigi noktada efriye c¢izilen tefetin denklemi agagidaki
gibidir:

y=p,t +£—ﬂmt,~ (5.9)
e
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Gecikme fazi siiresi tefetin x eksenini kestigi nokta yardimiyla asagidaki sekilde

hesaplanabilir:

a
0= fyht ==, (5.10)
(5.7), (5.8) ve (5.10) denklemleri kullanilarak;

z=@;0 (5.11)

esitligi elde edilir.
Gompertz egitligindeki b parametresi yerine agagidaki esitlik yazilabilir:

b=9%ﬂz+1 (5.12)

t’nin sonsuza gitmesi durumu i¢in asimptot deger elde edilir.
t>w;, y2>a A=a (5.13)

Gompertz esitliinde a parametresi yeriné A yazildiginda modifiye edilmig
Gompertz esitligi bulunur:

y=Axm{—u4¥ifa-g+q} (5.14)

Lay ve dig. (1998a) tarafindan yapilan ¢aligmada, Zwietering ve dig. (1990)’nin elde
ettii bakteri ¢ogalma egrisini modelleyen modifiye edilmis Gompertz esitligini
(Esitlik 5.14) eklenik metan {iretimini modelleyecek sekilde degistirmiglerdir. Lay ve
dig.’nin (1998a) kullandiklar1 yaklagim tarzi asagida agiklanmgtir:

Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus acidophilus’un gogalma verilerine en iyi
uyan model Gompertz esitligidir (Zwietering ve dig., 1990; Cho ve dig., 1996).
Gompertz esitligi asagidaki sekilde yazilabilir:

e gt Aol o B o _ ]
N= afrg.dt—A.exp{ CXpI: n O.—t)+1 (5.15)
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Bakteri gogalma hizi ve substrat tiiketim hiz1 arasindaki iliski asagidaki esitlikle
ifade edilebilir:

Iy = Y1.(-Tsr) (5.16)

Burada:

Ig: cogalma hzi

Isu: Substrat tiiketim huzi
Y : katsay1

Diger taraftan substrat tiikketim hiz1 ve metan iiretim hizi arasindaki iligki agagidaki
esitlikle ifade edilir:

Tsy = Y2.I'm (5. l 7)

I'm: metan liretim hiz
Y5: katsay1

(5.16) ve (5.17) esitlikleri kullanilarak metan tiretim hizi;

rg

T, = T (5.18)
1°+2

seklinde bulunur.

Sonug olarak eklenik metan tiretimi, M

1 1 T ]. 1

M= |t .dt= |——.dt= r,.dt (5.19)
Jwdt= IS5y, [

seklinde bulunur.

1
jrg dt terimi (5.15) egitliginde yerine yazildifinda eklenik metan tiretimi igin
0

asagidaki esitlik elde edilir:

M= .exp{— exp[(u—"‘m A-t)+ 1}} (5.20)

Y.Y, (AY,.Y,)
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als maksimum metan tiretim hizin1 tamimliyor iken,
Y,.Y, Y,.Y,

tiretim potansiyeli olarak tarif edilen P yazilir.

Sonug olarak elde edilen denklem;

M= P.exp{— epr{P‘—e A-t)+ 1]}

seklindedir.
Denklem (5.21) modifiye edilmis Gompertz esitligidir. Burada,

M: eklenik spesifik metan miktari, ml CH, / grtUAKM
e=exp(l)

R: maksimum metan {iretim hiz1, ml CHy/ grUAKM-giin
P: metan {iretim potansiyeli, ml CHy / grtUAKM

A: gecikme fazi siiresi, giin

terimi yerine, metan

(5.21)

gostermektedir. Bu denklemi tarif eden Eklenik Spesifik Metan Uretim egrisinin

sematik gOsterimi Sekil 5.10°da verildigi gibidir.

Bu denklem birgok aragtirmaci (Lay ve dig., 1998b; Liu ve Sung, 2002; Sung and

Liu, 2003 gibi) tarafindan benzer sekilde kullanilmagtir.

g & 8

»

Q

o
1

Eklenik KMetan Uretimi,
1l Metan 7 gr UAKIA

100+

0 - 5 4 S| 1
8 20 40 60 80 100 120 140
bt

3y, zaman, gin

Sekil 5.10 Eklenik metan {iretimi (modifiye edilmis Gompertz esitligi ile elde edilen)

egrisinin sematik gosterimi
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5.4 Eklenik Metan Uretim Egrilerinin Degerlendirilmesi

Metan {iiretim verilerinin dogrusal olmayan en kiiglik kareler metodu kullanilarak
degerlendirilmesi sonucunda pH ve TAN’1n fonksiyonu olarak P, R ve A degerleri
bulunmugtur. Regresyon probleminin ¢dziimiinde Levenberg-Marquardt algoritmasi
(Press ve dig., 1999) kullanilmistir. Bazi durumlar igin fiziksel agidan anlamli
parametrelerin elde edilmesi amaciyla A > 0 simurlamasi gerekli olmugtur. Béyle
durumlarda regresyon probleminin ¢dziimiinde Sequential Quadratic Programming
algoritmas1 (Powell, 1977) kullamlmigtir. Bu algoritma parametreler i¢in sinirlama
yapma imkani vermesi dolayisiyla avantajli olmustur. Tablo 5.1 ve Tablo 5.2
sirastyla 2 farkli set data igin P, R ve A parametrelerinin optimum degerlerini
gostermektedir. Sekil 5.11, 6rnek olarak bir set igin deney sonuglarini ve bu
sonuglara uygulanan model egrisini (Esitlik 5.21) gostermektedir (Her 2 ag
¢amuruna ait farkli pH ve farkli TAN degerleri i¢in elde edilen, Gompertz modeline
gore olusturulmug grafikler Ek E’de verilmigtir).

Cargill pH 7,4 - TAN=3000 mg/l

160 -
140 -
120 -
100 |

M (m! CHs / UAKM)
3

0 T T T T L 1

0 20 40 60 80 100 120

zaman (giin)

Sekil 5.11 Metan iiretim verileri ve bu verilere uygulanan Gompertz modeli
(graniiler ag1 ¢camuru; pH 7,4 ve TAN = 3000 mg/1)

Sekil 5.1 - 5.8 agagidaki parametreler agisindan degerlendirilebilir:

R: maksimum metan tiretim hiz1, ml CHy /(grUAKM)(giin)
P: metan {iretim potansiyeli, ml CH, /grUAKM

A: gecikme fazi siiresi, giin
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Bu egrilerde her farkli pH ve TAN konsantrasyonu kombinasyonu i¢in farkls eklenik
metan {iretim egrisi s6z konusudur ($ekil 5.1 - 5.4, Sekil 5.5 - 5.8). Sonug olarak R,
P ve A parametrelerinin degerleri pH ve TAN’a baglidir. Sonuglarin kalitatif olarak
yorumlanmas: ve degerlendirilmesinde Sekil 5.1 — Sekil 5.8 dikkate alinirsa
parametrelerdeki gozle goriiliir degisimler de model sonuglar: ile uyumiudur.

Kontrol reaktdrleri (TAN’in inhibe edici konsantrasyonlanim igermeyen reaktorler)
i¢in ¢izilen eklenik metan firetimi egrilerinden, her iki ag1 gamuru igin metan tiretim
potansiyellerinin aym seviyede (yaklasik olarak 200 mlICH4/grUAKM) olduklar
goriilmektedir. Bu durum her iki deney setinde aym substratin aym KOI
konsantrasyonunda kullanilmasi ile de tutarlidir.

Tablo 5.1 Graniler as1 ¢amuru igin dogrusal olmayan regresyon sonucunda
hesaplanan parametre degerleri

pH TAN NH; NH/ R P A
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (ml CH/grUAKM.giin) (ml CH,/grUAKM) (giin)
68 262 2,1 2599 112,6 195,4 0,074
74 262 82 2538 105,7 203,6 0,043
78 262 19,6 2424 942 2228 0,005
84 262 638 1982 56,1 230,0 0,000
68 1000 80 9920 103,5 192,3 0,034
74 1000 312 9688 90,6 210,7 0,036 -
78 1000 748 9252 63,2 210,4 0,000
8,4 1000 243,6 7564 16,8 228,0 14,120
6,8 1500 12,0 14880 98,9 193,6 0,065
74 1500 46,8 14532 72,3 193,6 0,010
78 1500 1123 13877 48,5 201,4 0,000
84 1500 3654 1134,6 14,7 227,0 23,340
6,8 2000 16,0 19840 83,4 196,3 0,041
74 2000 624 19376 71,8 198,3 0,000
7,8 2000 149,7 18503 46,4 195,2 0,000
8,4 2000 4872 15128 7.2 226,0 31,610
6,8 2500 20,1 24799 71,6 191,2 0,027
74 2500 78,0 24220 59,9 199,3 0,000
7,8 2500 187,01 23129 26,4 189,0 0,000
8,4 2500 609,0 1891,0 5,0 225,0 60,680
6,8 3000 24,1 29759 71,6 195,4 0,000
74 3000 93,6 29064 56,9 206,3 0,000
7,8 3000 224,5 27755 22,2 160,6 0,000
8,4 3000 730,7 22693 49 223,5 71,130

Sekil 5.1 - 5.8°de yatay eksenler (siire) incelendiginde, aym miktarda substratin
graniiler as1 ¢amurunda, flokiiler ag1 ¢amuruna gore ¢ok daha kisa siirede metana
doniigtiigii goriilmektedir. Bu durum Tablo 5.1’de goriildiigti gibi, graniiler ag1

¢amurunun metan iiretim hizimn flokiiler as1 ¢amurunun metan iiretim hizindan daha
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yliksek olmast ile ilgilidir. Bolim 5.5’de kullanilan modele gore graniiler ve flokiiler
agt camurlart igin inhibisyonun olmamasi durumundaki maksimum hiz (Rp),
sirastyla 123,1 ve 19,3 mlCH4/grUAKM.glin olarak bulunmustur. Graniiler a1
¢amurunun daha yiiksek metanojenik aktivite degerlerine sahip olmasi FISH
sonuglari ile de dogrulanmistir. Graniiler ag1 ¢amuru flokiiler ast gamuruna gére daha

yiiksek konsantrasyonda metanojen igermektedir (B6liim 4.2 ve Béliim 4.3).

Tablo 5.2 Flokiiler asi ¢amuru i¢in dogrusal olmayan regresyon sonucunda
hesaplanan parametre degerleri

pH TAN NH; NH; R P A
(mg/L) (mglL) (mg/L) (ml CH/grUAKM.giin) _(ml CH,/grUAKM) _(giin)
6.8 262 2.1 259.9 13.87 181.0 5.7
74 262 8.2 253.8 16.31 184.8 5.8
7.8 262 19.6 2424 16.22 215.8 6.2
84 262 63.8 198.2 11.44 209.5 9.4
6.8 1000 8.0 992.0 13.87 177.1 5.6
7.4 1000 312  968.8 12.13 174.9 5.5
7.8 1000 748 925.2 8.96 193.7 7.3
84 1000 2436 7564 3.01 194.2 84.0
6.8 1500 12.0 1488.0 11.54 169.4 6.0
74 1500 46.8 1453.2 8.85 165.3 58
7.8 1500 1123 1387.7 2.20 174.2 26.9
84 1500 3654 1134.6 2.59 139.6 96.7
6.8 2000 16.0 1984.0 8.71 165.1 6.1
7.4 2000 624 1937.6 8.95 163.1 5.6
7.8 2000 149.7 1850.3 3.15 173.2 679
84 2000 4872 1512.8 0.46 36.8 0.0
6.8 2500 20.1 24799 10.35 157.6 6.9
74 2500 78.0 2422.0 8.03 153.7 6.5
7.8 2500 187.1 23129 2.57 169.7 64.4
84 2500 609.0 1891.0 0.41 30.4 0.0
6.8 3000 24.1 29759 7.43 143.5 6.4
7.4 3000 93.6 2906.4 5.17 142.5 53
7.8 3000 2245 27755 2.59 167.8 69.8
8.4 3000 730.7 22693 0.05 5.0 2.6

Her iki as1 ¢amuru igin maksimum hiz, verilen bir pH degeri igin artan TAN
konsantrasyonu ile azalmaktadir. Verilen bir pH ve TAN degerindeki maksimum hiz
(R), zamana kars1 ¢izilen eklenik metan {iretiminin maksimum egimine esittir. Artan
TAN konsantrasyonu ile hiz degerlerinde goriilen beklenen diigiiy, Onceki

aragtirmacilarin sonuglari ile de tutarlilik gostermektedir.

Sekil 5.1 - 5.8’deki egrilerin birbirlerine gore pozisyonlari ve metan {iretim

potansiyelleri (P degerleri) incelendiginde asagidaki sonuglar gozlenmistir:
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Belirli bir pH’da belirli bir siireye kadar tiretilen metan miktar1 artan TAN degerleri
ile azalmaktadir. Benzer sekilde, yliksek TAN degerlerindeki metan {iretim
potansiyelleri, daha az TAN degerlerindeki metan {iretim potansiyelleri ile
karsilagtinildiginda genelde diisiik olmustur. Bu durum flokiiler a1 ¢amuru igin tiim
pH degerlerinde agikga gozlenmistir (Sekil 5.5 - 5.8). Graniiler ag1 ¢amuru igin pH
6,8 ve 7,4°deki eklenik metan liretim egrileri (P degerleri birbirine yakindir) genis
zaman araliklarinda st tiste diigmiistiir (Sekil 5.1 - 5.2). Bununla birlikte pH 7,8 ve
8,4 icin metan liretim potansiyeli lizerine TAN etkisi oldukga agik bir sekilde
goriilmektedir (Sekil 5.3 - 5.4).

Her iki as1 camuru igin serbest amonyagin amonyum iyonundan ¢ok daha toksik
oldugu gézlenmistir. Ornegin flokiiler as1 ¢amuru igin, Sekil 5.5, 5.6, 5.7 ve 5.8
incelendiginde (swrasiyla pH 6,8; 7,4; 7,8 ve 8,4 verileri) verilen bir TAN degerinde
(TAN=262 mg/1 hari¢) inhibisyonun artan pH (dolayisiyla artan serbest amonyak) ile
arttigy gorillic. Sekil 5.5 - 5.8°deki verilerden (Tablo 5.1 ve 5.2’de verilen R
degerlerinden) TAN > 1000 mg/l oldugunda artan pH ile hzdaki azalmammn,
kontrolde gézlenen azalmadan ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum
asagida belirtildigi gibi graniiler as1 camuru i¢in bir farklilik disinda ayni olmaktadr.

Flokiiler ag1 ¢gamurunun kontrol datast i¢in, huz degerleri ilk bagta artma, daha sonra
artan pH ile azalma gosterirken graniiler a1 camuru kontrol datasi i¢in hiz degerleri
artan pH ile monoton bir sekilde azalmugtir (Tablo 5.3). Bu durumun nedeni, TAN’mn
inhibe edici konsantrasyonlarinin olmamasi durumunda (kontrol reaktorleri) flokiiler
as1 ¢amuru i¢in optimum pH 7,5 iken graniiler ag1 ¢camuru i¢in optimum pH’in 6,8
olmasidir (Buradaki optimum pH degerleri Boliim 5.5°de gelistirilen yeni model
kullamilarak hesaplanmigtir). Maksimum hiz degerlerinin optimum pH ile
uygunlugu, Tablo 5.1 ve 5.2’den de goriilmektedir. Graniiler a1 camuru i¢in bulunan
optimum pH, deneylere baglama agamasinda bilinmedigi i¢in pH 6,8’den daha diigiik
pH degerleri deneysel ¢aligmada kullanilmamistir.

TAN > 1000 mg/l konsantrasyonlan i¢in artan pH’in yarattigi yiiksek inhibisyon
etkileri pH’in direkt inhibitor etkisinden g¢ok, biiylkk o&l¢lide pH’in amonyak-

amonyum dagilimu iizerindeki etkisine bagli olmusgtur.
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Tablo 5.3 Graniiler ve flokiiler kontrol reaktrlerinde R degerlerinin pH ile degisimi

pH TAN Graniiler ag1 camuru Flokiiler as1 gamuru
(mg/L) R (ml CHy/grUAKM.giin) R (ml CH4/grUAKM.giin)

6.8 262 112.6 13.87

7.4 262 105.7 16.31

7.8 262 94.2 16.22

8.4 262 56.1 11.44

Amonyak genel olarak amonyuma gore daha toksik bilinmekle birlikte, amonyum
iyonunun da direkt inhibe edici etkisinin olup olmadig1 sorusu akla gelebilir. Bu
sorunun cevab icin yapilacak arastirmalari, amonyak ve amonyumun her ikisinin
birlikte denge halinde ortamda bulunmas: (bir tiir bulunurken diger tiir de ortamda
mevcuttur) karmagik hale getirmektedir. Gallert ve dig. (1998) “literatiirdeki
calismalar toplam amonyak ve serbest amonyak arasindaki farki ¢ok iyi
belirleyememekte ve inhibe edici konsantrasyonlarin ¢ok genis araliklarda
verilmesinin bir nedeni bu durum olabilmektedir” geklinde bir agiklama
getirmiglerdir. Bu ¢aligmada sunulan her iki a1 gamuru icin pH 6,8°deki (Tablo 5.1
ve Tablo 5.2) data incelendiginde TAN’mn 262 mg/l’den 3000 mg/l’ye artmasi
durumunda hizin azaldig goriilmektedir. Bu TAN konsantrasyonlarina kargilik gelen
serbest amonyak konsantrasyonu 2,1 mg/I’den 24,1 mg/l’ye deZismektedir.
Amonyaga aligtinimamis ¢amurlar iizerinde yapilan literatiir ¢alismalar1 amonyagin
ilk inhibe edici etkilerinin gozlendigi konsantrasyonu 55 mg/l (Bhattacharya ve
Parkin, 1989), 80 mg/l (De Baere ve dig., 1984; Koster, 1986) veya 150 mg/l
(McCarty ve McKinney, 1961) serbest amonyak azotu olarak vermislerdir. Bu
caligmada kullanilan maksimum deger olan 24,1 mg/l serbest amonyak azotu (pH
6,8’de) konsantrasyonu bu degerlerin ¢ok altinda oldugundan, pH 6,8°de (Sekil 5.1
ve Sekil 5.5) artan TAN’a bagli goézlenen inhibisyonunun tamamen amonyum
iyonundan kaynaklandigi tahmin edilebilir. Bu durumun daha fazla aragtirmaya
ihtiyag gosterdigi diistiniilmektedir; clinkii bazi aragtirmacilar, sadece serbest
amonyagmn inihibe edici esik konsantrasyonlarim azaltacak yondeki girisimleri,
amonyum iyonunun kendisinin de direkt inhibe edici etkisini (az da olsa) dikkate
almadan devam ettirmektedirler. Ornegin mezofilik sartlarda (25 °C ve 35 °C)
serbest amonyak konsantrasyonunu 100 mg/’nin altinda tutacak sekilde diigiik
pH’larda (pH 7) yapilan ¢aligmalarda, amonyum azotu komsantrasyonu 10.000
mg/I’nin tizerine ¢ikabilmektedir (Grady ve dig., 1999).
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Oysa ki gozlenen herhangi bir toplam inhibisyon etkisi, amonyak ‘ve amonyum
iyonunun toplamindan kaynaklanabilmektedir. Bunun da tesinde bazi aragtirmacilar
ise, aslinda amonyak ve amonyum azotu toplamlarindan s6z ederlerken sadece

“amonyak-N" veya “amonyum-N" terimlerini kullanmaktadirlar.

Gecikme fazi varhigy ve tipi dikkate alindifinda, bu caligmada kullanilan iki agt
¢amuru oldukca dikkat ¢ekici tipte davramg sergilemektedir. Veriler incelendiginde,
flokiiler a1 ¢amuru igin pH 8,4 ve TAN 1500 mg/l diginda herhangi bir belirgin
gecikme fazi (metan firetiminin sifir oldugu baslangi¢ periyodu) goriilmemektedir.
Bahsedilen durumda (pH 8,4 ve TAN 1500 mg/l) 25 giinliik bir gecikme fazi
g6zlenmigtir. Diger tim durumlarda, metan iretimi en fazla iki giin igersinde
baglamigtir. Bu swradist durumun (pH 8,4 ve TAN 1500 mg/l) nedeni
bilinmemektedir. Graniiler ag1 ¢amuru icin ise tim pH ve TAN konsantrasyonlari
kombinasyonlarinda metan {iretimi deneylerin baglamasi ile birlikte baglamigtir
(biitiin kombinasyonlarda gecikme fazi siiresi sifirdir). Her iki as1 ¢amurunun da
bahsedilen kesikli deneyler Oncesinde yiiksek seviyelerde amonyak azotuna
aligtinlmadig: dikkate alinmalidir. Bu sonuglar (6zellikle graniiler ag1 ¢amuru igin),
aligtinlmamis ag1 ¢amurunun yiiksek seviyelerde TAN konsantrasyonlarina maruz
birakildiginda metan tiiretiminin sifir oldugu bir baglangi¢ gecikme fazi periyodunun
goriilmesinin gerekli olmadifim gostermektedir.

Gecikme faz1 siiresi her iki a1 ¢amurunda olmasa da veya bu siire kisa olsa bile
eklenik metan egrisi, baza durumlarda bir baglangic hérgiicli gostermektedir.
Flokiiler agt ¢amurunda bu durum pH 2> 7,8 ve TAN > 1500-2000 mg/lI’de
goriliirken, graniiler ast ¢amuru icin sadece pH 8,4 ve TAN > 1000 mg/l
degerlerinde gézlenmigtir. Bahsedilen horgtic, flokiiler as1 gamuru igin pH 8,4 metan
iiretim egrilerinde (Sekil 5.8) ¢ok belirgin olmustur. $ekil 5.8’deki datanun bir kismu
Sekil 5.12 ve Sekil 5.13°de tekrar degerlendirilmigtir. Baglangi¢ horgiicti kontrolde
gozlenmez iken (Sekil 5.12) TAN 1000 mg/l datasi igin agik bir sekilde
gozlenmektedir (Sekil 5.13). ikinci durumda (Sekil 5.13), metan tiretimi inkiibasyon
periyodunun baglangicindan kisa bir siire sonra baglamigtir. Metan {iretim hizi,
deneyin yaklagik 80. giiniinden sonra sifirlanmaya baglamigtir. Yaklasik 100 giin
sonra, metan {iretimi tekrar baglamig ve maksimum metan iiretim hizi bu ikinci
periyotta g6zlenmistir. Her iki as1 ¢amuru igin, bahsedilen hérgiiciin g6zlendigi

durumlarda ikinci periyotta gézlenen maksimum metan firetim hizlari, birinci
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periyotta gézlenen metan {iiretim hizlarindan daha yiiksek olmustur. Benzer sekilde
TAN 1500 mg/1 i¢in de yaklagik 100 glinden sonra metan tretimi tekrar baglamustir
(Sekil 5.8). Bununla birlikte, 2000, 2500 ve 3000 mg/l TAN degerleri i¢in 6 aylik
inkiibasyon siiresinden sonra dahi metan Gretimi gézlenmemistir. Bdyle durumlarda,
bu ¢aligmada bahsedilen “baslangi¢ horgticti”, deney siiresinin tamamina yayilmis ve

metanojenik aktivite hi¢ baglamamgtir.

Uzay pH 8,4 Kontrol (TAN=262 mg/1)

Eklenik metan {iretimi
{mICHA4/grUAKM)

0 T T L 1

0 50 100 150 200

zaman (giin)

Sekil 5.12 Flokiiler as1 gamurunda pH 8,4 ve TAN 262 mg/1 i¢in model ve deneysel
datanin degigimi
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Sekil 5.13 Flokiiler asi gamuru pH 8,4 ve TAN 1000 mg/l i¢in model ve deneysel
data. Kesikli egri tiim deney datasimin kullanilmas: ile, stirekli egri ise
baglangi¢ horgiicii datasi haricindeki deney datasinin kullanilmast ile elde
edilmigtir.

Yukarida bahsedildigi gibi flokiiler ag1 ¢amuru igin baglangic horgiicti pH 7,8°de

TAN = 1500 — 2000 mg/’de goriilmeye baglanmistir. Graniiler ag1 camuru ise sadece
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pH 8,4 ve TAN 2 1000 mg/] i¢in bu davrams: gostermistir. Ek E’deki grafiklerde
goriildiigii gibi, graniiler ag1 camurunda (pH 8,4) 1000, 1500, 2000, 2500 ve 3000
mg/l TAN degerleri igin sirasiyla yaklaslk olarak 20, 28, 35, 70 ve 80 giin sonra
metan tiiretimi tekrar baslamistir. Graniiler as1 ¢camurunun flokiiler ag1 ¢amurundan
diger bir farkhilif1 graniiler as1 ¢amurunda baglangi¢ hérgiiciiniin ardindan bu
¢alismada kullanilan en yiiksek TAN konsantrasyonu olan 3000 mg/I’de dahi her

zaman bir iyilesme periyodunun yaganmis olmasidir ($ekil 5.4).

Benzer bakig agisi ile, metan {iretiminde bir iyilesme ile sonuglanan baslangig
horgiicii, Koster (1986) tarafindan yapilan ¢alismada da mevcuttur. Bununla birlikte,
deneysel sartlar agisindan Koster’in ¢aligmasi ile bazi farkliliklar s6z konusudur.
Koster’in ¢aligmasinda, metan {iretiminin baslangigtaki durmasinin ardindan, TAN
konsantrasyonu reaktérlerin dordiinde stirekli olarak arttirilmig ve pH reaktérlerin
tigiinde digiirilmiistiir. Bu ¢alismada bahsedilen deneylerde ise her reaktérdeki TAN
konsantrasyonlar1 ve pH degerleri sabit tutulmugtur. $ekil 5.13’de verilen durumun
literatiirde yapilan g¢aligmalarda belirtilmedigine inamlmaktadir (Eldem ve dig.,
2004b).

Bu deneylerde g6zlenen alismanun, a1 ¢amurlarinda zaten baskin olan metanojenik
arke tiirlindeki metabolik degisim dolayisiyla veya amonyaga daha direngli yeni
mikroorganizmalarin iiremesi dolayisiyla olabilecegi tahmin edilmektedir.

Sekil 5.13’de verilen egﬁnin egiminde goriilen ani degisim, sistemde goriilen iki
paralel mekanizmanin agiklanmasina 151k tutmaktadir: Bunlardan birincisi diigiik
TAN degerlerinde daha hizl ilerleyen bir mekanizma iken, ikinci mekanizma (veya
tiir), birinci mekanizma inhibe oldugunda baskin hale gelmektedir. Bu durumun
(aktivitenin sifir oldugu baslangi¢ periyodu yerine baslangi¢ horgiiciiniin goriilmesi
durumu) diger bir a¢iklamasi ise su sekilde olabilir: Ortamda bulunan arke, amonyak
toksik etki gdstermeye baglamadan Once, baslangig horgiictinii olugturacak sekilde
metan firetimine baslamakta ve ardindan metan iretimi durmaktadir. Bu periyot
sirasinda yasanan aligma, daha sonra metanojenik aktivitenin tekrar baslamas: ile

sonuglanabilmektedir.

Cogu durumlarda Gompertz esitligi, metan Gretim datasina olduk¢a iyi uyum
gostermistir (6rnedin Sekil 5.12). Bununla birlikte, yukanda bahsedilen yiiksek pH
ve TAN konsantrasyonlarinda goézlenen baslangic horgiici, Gompertz esitligi
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kullanilarak dogru bir sekilde tahmin edilememistir (Sekil 5.13’deki kesikli egri).
Bdyle durumlarda, maksimum hizin (R) belirlenmesi i¢in Sekil 5.13’de gosterilen
yaklasim kullamilmugtir. Esitlik 5.21°deki parametreler, ikinci periyottaki metan
tretim datasiin dogrusal olmayan regresyon analizi ile belirlenmistir (baslangig
horgiicti dikkate alinmamugtir). Bu yaklagim ile maksimum hizi (her zaman baglangig
horgliclinden sonra olugan) veren R degerleri oldukga iyi bir sekilde tahmin
edilebilmigtir (Sekil 5.13’deki stirekli egri). Aym zamanda hesaplanan P degerleri,
gézlenen tiretim potansiyelleri ile iyi uyum g&stermektedir. Bununla birlikte, bu
yaklagim tarza ile belirlenen A degerleri, sifir metan iretimi periyodunu
gostermemektedir. Ornegin Sekil 5.13’deki durum igin A degeri 84 giin olarak elde
edilmigtir. B6yle durumlar i¢in bulunan A degerlerinin uygun bir sekilde
yorumlanmasi, “metanojenik aktivitenin baglamasi Oncesinde, amonyaga direngli

‘ tiirlerin aligmasi i¢in gegen siire” seklinde yapilabilir.

Eklenik metan {iretim egrileri incelendiginde, bazi pH — TAN kombinasyonlarinda
mikroorganizmalarin belirli P siirelerinde Ackienik metan aretimi = 0 olacak gekilde
tepkiler verdikleri ve bu siire sonunda yeniden belirli bir izla metan iiretimini (veya
substrat giderimini) devam ettirdikleri g6zlenmistir. S6z konusu kismi aklimasyon
(duraklama) stirelerinin = (B) ardindan, yukarida da bahsedildigi gibi
mikroorganizmalar inhibisyon etkisini kiric1 mekanizmalar geligtirerek yeniden aktif
faaliyetlerini stirdiirmiislerdir. Kismi aklimasyon siireleri bazen tek (Sekil 5.14), baz1
durumlarda ise birden fazla bilesen (Sekil 5.15) ihtiva edebilmektedir. Burada
verilen B degerleri birden fazla zaman araliginda duraklama g6zlenmesi
durumlarinda bu siirelerin toplamina karsilik gelmektedir.

Graniiler ve flokiiler ag1 ¢amurlar ile siirdiiriilen ¢aligmalarda gdzlenen B degerleri
ve bu degerlerin bir veya daha fazla kademede gergeklesmesi durumu Tablo 5.4 ve
Tablo 5.5’de verilmistir.
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Sekil 5.14 Tek kademeli § duraklama siiresinin goriildiigii graniiler camur pH 8,4 ve
TAN 1000 mg/l deney datasi

Cargill pH 8,4 TAN=1500 mg:1
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Sekil 5.15 iki kademeli B duraklama siiresinin g6riildiigii graniiler camur pH 8,4 ve

TAN 1500 mg/l deney datas1
Tablo 5.4 Graniiler ag1 gamuru i¢in § degerleri (giin)
Toplam Amonyak Azotu, mg/l
pH 262 1000 1500 2000 2500 3000
6,8 0 0 0 0 0 0
7,4 0 0 0 0 0 0
7,8 0 0 0 0 0 0
8,4 0 6 10° 12° 22° 31°

*tek kademeli B durakiama siiresinin gdzlendigi durumlar
Ybirden fazla kademeli B duraklama siiresinin gdzlendigi durumlar
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Tablo 5.5 Flokiiler ag1 gamuru igin B degerleri (giin)

Toplam Amonyak Azotu, mg/l
pH 262 1000 1500 2000 2500 3000
6,8 0 0 0 0 0 0
7,4 0 0 0 0 0 0
7,8 0 0 3® 18° 29° 39°
8,4 0 55° 59° - - -

*tek kademeli B duraklama stiresinin gozlendigi durumlar

®birden fazla kademeli B duraklama stiresinin gozlendigi durumlar

Acklenik metan aretimi (M1 CHy/gr UAKM) = 0 durumu, 6zellikle yiiksek pH degerlerinde
(pH 7.8 - 8,4) ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 5.4 ve Tablo 5.5°de de goriildiigi gibi graniiler as1 ¢amurunun kullanildig:
kesikli deneylerde pH 8,4’de 1000 mg/l TAN’dan itibaren B ara aklimasyon siiresi
gézlenmis ve TAN konsantrasyonu arttikca f stiresinin de arttif1 gériilmiistiir. § ara
aklimasyon stiresi, flokiiler asi ¢amurunda ise pH 7,8°de TAN 1500 mg/’den
itibaren gozlenmis, pH 8,4’de 1500 mg/l TAN konsantrasyonunda 59 giin gibi

oldukga uzun siirelere ulasmistir.

5.5 Amonyak ve pH Inhibisyonunun Modellenmesi

5.5.1 Amonyak — amonyum dagilim

Amonyak ve amonyum iyonunun her ikisi de metanojenlere toksik etki gosterdigi
bilinmesine ragmen genelde serbest amonyak amonyum iyonundan ¢ok daha
kuvvetli bir inhibitordiir (Koster ve Koomen, 1988; Angelidaki ve Ahring, 1993). Bu
nedenle, belirli bir TAN konsantrasyonu (amonyak ve amonyum azotu toplam) igin
inhibisyon derecesi pH’a baghidir. Bu caligmada amonyak ve amonyum iyonunun

birbirlerine gére miktarlar asagidaki denge uyarinca hesaplanmigtir:
NH; © NH, +H"
iyonize olmamig (serbest) amonyagin F fraksiyonu:

F o=(1+1000)" (5.22)
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denklemi kullamlarak hesaplanmistir. Burada K, = amonyum iyonunun iyonizasyon
sabitidir. Bu sabit asagidaki ampirik bagint1 kullanilarak hesaplanabilir (Emerson ve
dig., 1975):

pK., = 0.09018+ 272292

(5.23)

burada T, Kelvin olarak mutlak sicakliktir. Bu g¢aligmada kullanilan sicaklikta
(37 °C), pK, = 8,89°dur. Serbest amonyak konsantrasyonu F(TAN) ve amonyum
iyonu konsantrasyonu (1-F)(TAN) degerine esittir. Burada TAN, NH;-N ve NH;3-N

toplamini gostermektedir.

Lay ve dig. (1998b), spesifik bir pH degerinde amonyum veya serbest amonyagin
metanojenik aktivite iizerine etkisini asagidaki esitligi (Han ve Levenspiel, 1988)
kullanarak incelemislerdir (Ek B).

_AC
R—Ro(l c’) (5.24)

Burada

Ry: inhibitdr ilavesiz durum igin metan iretim hiz1, ml CH,/ (grUAKM)(giin)

C: amonyum veya serbest amonyak konsantrasyonu, mg/1

C": reaksiyonun daha fazla devam edemedigi kritik amonyum veya serbest amonyak
konsantrasyonu, mg/L

n: sabit

Han ve Levenspiel (1988) tarafindan ileri siirlilen bu esitlik bakteriyal aktivite

lizerine inhibitor madde konsantrasyonu etkisini agiklayan basit ve kullamgh bir

matematik modeldir.

Liu ve Sung (2002) ve Sung ve Liu (2003), substrat (KOI) konsantrasyonunun
kisitlayict olmamasi durumunda Esitlik 5.24°e dontisen bir baginti kullanmiglardir.
Lay ve dig. (1998b) C i¢in serbest amonyak veya amonyum iyonu konsantrasyonunu
(her ikisini birlikte degil) kullanirken Sung ve Liu (2003) C yerine TAN
konsantrasyonunu kullanmiglardir. Amonyak ve amonyumun toksisiteleri farklt
oldugundan ve birbirlerine gére rolatif miktarlar1 pH ile degisiklik gosterdiginden,
inhibisyon bu 3 konsantrasyondan (TAN, amonyak veya amonyum) sadece birine
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bagl olarak ifade edilemez. Sonug olarak bahsedilen aragtirmacilar, ¢alismalarinda

pH ile degisen n ve C” degerlerini tablolastirmislardir.

Lay ve dig. (1998b) sabit bir TAN konsantrasyonunda pH etkisini modellemek igin
Michaelis pH fonksiyonunu (denklem 5,25a) kullanmiglardir (Ek B).

K K
R = m m (5.25a)

K, H'  1+1007% 4100
+ —
H* K,

1+

Sung ve Liu (2003) ise ¢aliymalarinda normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonunu
(denklem 5.25b) (Sekil 5.16) kullanmuglardir (5.25a denklemi ile karsilagtirma
yapmak agisindan notasyonlan 5.25a denklemine benzetilerek kullaniimigtir).

K (1+2x10%00 %))

T 1+ 10%HFKD 4 1@< (5.25b)
burada
Km ve K7, : belirtilen bir TAN konsantrasyonunda maksimum spesifik metan {iretim
hizimi, ml CHs/ (grUAKM)(gtin)

pK, ve pKy: sirastyla metanojenik aktivitenin %50 azaldigx diigiik ve yiiksek pH
degerlerini gbstermektedir (Sekil 5.16).

I I C

E.%: £ 8 . " . . . - o
- o8 Normalize edilmig Michaeli f 7 ‘\\’:\
g /4 AN
"_t"s //’ - Ay
n; 73 ﬁ/ Michaelis pH fonksiyonu —-
3 o4 / y
£ a3 N
Z oz 4 )

pH1 |pK2
ul |
e‘ p gy . ML e A St R N : T r y
pH
Sekil 5.16 Michaelis ve normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu (Angelidaki ve

dig., 1993)

Denklem 5.25a ve 5.25b maksimum degerlerini pH =

QK‘—ZP—KZ—) degerinde

almaktadir (Bailey ve Ollis, 1986). 5.25b denkleminin bir avantaji, denklemi
maksimum yapan bu pH degeri yerine yazildiginda R = K, olmasidir. Halbuki

5.25a esitligi i¢in bu durum R’nin K, ’den kiiciik olmasi ile sonuglanmaktadir. Bu
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nedenle K, parametresinin “maksimum spesifik metan dretim hiz1” olarak

adlandirilmasi daha dogru olacaktir.

pH’In aym =zamanda direkt inhibisyon etkisinin (amonyagin inhibe edici
konsantrasyonlarinin olmamasi durumunda dahi) oldugu da gdzden kagmamalidir.
Ayrica pH amonyak ve amonyum arasindaki dagilimda etkili oldugundan, dolayli
olarak inhibe edici fonksiyona da sahiptir. Serbest amonyak, amonyum iyonundan
cok daha toksik olarak bilindigi i¢in, TAN degerinin yiikksek olmasi1 durumunda
optimum pH degerinin TAN konsantrasyonlarinin diigiik degerlerine gére daha az
olmas: beklenir. Bu nedenle R’yi maksimum yapan pH degeri [5.25a ve 5.25b
esitlikleri  kullamlarak  hesaplandigi  gibi, pH =—(£K—‘§£K—2)] TAN
konsantrasyonuna baglidir. Sonug olarak pK; ve pK, “sabitleri”nin her ikisi veya
herhangi birinin degeri TAN konsantrasyonuna bagli olacaktir.

(5.24) ve (5.25Db) esitliklerinin sag taraflarinin egitlenmesi ile asagidaki denklem elde
edilir:

’ 1 0.5(pK,~pK ;) m
Ko (42107772 ) _p [1-C (5.26)
l+10(pH PK,) +10(PK1 pH)

pH ve C birbirinden bagimsiz olarak degisebildiginden, bu esitlik ancak X! , pK; ve
pK> parametrelerinden en az birinin C’ye bagli olmast durumunda ve ayni zamanda
R,, C ve n parametrelerinden en az birinin pH’a bagli olmasi durumunda
saglanabilir. Lay ve dig. (1998b) ve Sung ve Liu (2003), her farkii pH igin farkl1 R,,
C” ve n degerleri tablosu ve her farkli TAN konsantrasyonu icin ise farkli K . s PKy

ve pK; tablolar1 vermislerdir.

Amonyak, amonyum ve pH’1n inhibisyon etkilerini agiklayan bir model i¢in tek bir
denklemin (5.24 ve 5.25 denklemleri yerine) yazilmasi daha avantajli olacaktir.
Ayrica, model parametrelerinin reaksiyon ortamindaki farkli tiirlerin
konsantrasyonlar1 ile degismemesi istenir. Bu durum aym zamanda kinetik
katsayilarin konsantrasyona degil sadece sicaklia bagh oldugu kimyasal kinetik
disiplini ile de uyugmaktadir. Bu ¢alismada, bir reaksiyon sicaklifinda verilen asi
¢amuru i¢in model parametreleri pH ve TAN konsantrasyonundan bagimsiz

olmustur.
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Calismanin 1. asamasinda Gompertz esitligine gore her farkli pH ve TAN degerleri
i¢in elde edilen R degerleri kullamlarak Sekil 5.17 ve 5.18’de goriildiigii gibi R —
TAN grafikleri olusturulmugtur (Sekil 5.17 ve 5.18°deki noktalar).

Bu ¢alismada elde edilen her iki set data igin, Han ve Levenspiel esitligi (denklem
5.24) verilere uygun bir egilim gostermemistir. Sekil 5.17 ve 5.18°de goriildigi gibi
metanojenik aktivite kritik bir amonyak veya amonyum deferinde aniden azalma
yerine eksponansiyel olarak azalmaktadir. Bu nedenle amonyak ve amonyum etkileri

agagidaki oranti1 uyarinca modellenmigtir:

R a expl-aCyy Jexpl-bC, . )=expl-(aF +b( - F))TAN] (5.27)

i)
Bu esitligin sad tarafi serbest amonyak ve amonyum iyonu arasindaki denge géz
Oniinde bulundurularak elde edilmistir. a ve b; pH ve amonyak/amonyum
konsantrasyonlarindan bagimsiz, gergek sabitlerdir.

Amoyagin aym1 zamanda metanojenler igin gerekli bir niitrient oldugu dikkate
alinmalidir. Bu nedenle TAN’1n sifirdan yiiksek degerlerinde baslangicta bir aktivite
artisim1 tahmin eden bir model, denklem (5.27)’den daha dogru olacaktir. Hiz
baglangicta bir maksimumdan gegmeli, ardindan TAN konsantrasyonu daha fazla
arttikga bir diigiis gdstermelidir. Bu caligjmanin 6ncelikli amaci inhibe edici TAN
konsantrasyonlarimin etkisini gérmek oldugundan ve kisitlayic1 (sifira yakin) TAN
konsantrasyonlar1 i¢in veri toplanmadigindan buradaki ¢oziimlerde denklem (5.27)
yeterli olacaktir. Han ve Levenspiel esitligi (denklem 5.24) ise TAN=0 da

maksimum aktivite vermektedir.

Amonyak ve amonyumun verilen konsantrasyonlarinda metanojenik aktivite {izerine
pH’'mn dogrudan etkisi, normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu (Sekil 5.16)
kullamlarak tahmin edilmigtir:

(1+2x10%°CKi7K))
1+ 10®H-PK2) o 1o@Ki—PHD

(5.28)

Burada esas alinan yaklagima gére denklem (5.28) pH’in sadece direkt etkisine
(amonyagin inhibe edici konsantrasyonlart olmadifinda gézlenen etki) karsihik
gelmektedir. Deklem (5.27) amonyak ve amonyumun ayr1 ayr inhibitér etkilerini
gosterdigi igin bu yaklagim dogrudur. K; ve K, parametreleri aymi zamanda pH,
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amonyak/amonyum konsantrasyonlarindan bafimsiz ger¢ek sabitler olarak

alinmugtir,

pH’1n oldugu gibi serbest amonyak ve amonyum iyonunun inhibitér etkileri bu
calismada denklem 5.27 ve denklem 5.28’in birlestirilerek agagidaki denklemin elde

edilmesi suretiyle modellenmistir (Eldem ve dig., 2004a):

(1+2x10%30PKPK2)y
1+ 10®H-PK2) | 1o®K,—pH)

R =R _exp|- (aF + b(1-F))TAN] (5.29)

Burada Ry maksimum metan tiretim hizim [ pH =£’LK—‘—;—p—K2—) degerinde ve

inhibitdriin mevcut olmamas: durumu igin gozlenen hiz] gostermektedir. K; ve K,
parametreleri TAN konsantrasyonundan bagimsiz oldugu i¢in bu pH degeri
normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonunu maksimum yapan pH degeridir.
Bununla birlikte F pH’a bagh oldugu i¢in optimum pH (R’yi maksimum yapan pH

. K, + pK . A .
degeri) genel olarak _(,D_inz_) >ye esit degildir. Optimum pH hesabi Boliim
5.5.2.2 agiklanacaktir.
Cargill
120
¢ pH=6,8
g 100 - o pH=74
o A PpH=7.8
§ 80 - o pH=84
5
A S S g Model, pH 6,8
S Model, pH 7,4
EIJ: 40 | —~ ——~—Mogdel, pH 7,8
E —~-—.—Model, pH 8,4
o 20
0
100 600 1100 1600 2100 2600 3100
TAN (mg/l)

Sekil 5.17 Graniiler ag1 ¢gamuru ig¢in Tablo 5.1°de verilen iz degerleri ve Esitlik
(5.29) uyarinca elde edilen model egrileri.

Deklem (5.29), asagidaki nedenlerden dolayr alislmigin diginda bir modelleme
yaklasimim temsil etmektedir:
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i) Amonyak/amonyum inhibisyonu igin eksponansiyel bir ifade
kullanilmigtir

ii) Serbest amonyak ve amonyum iyonunun etkileri ayn aym dikkate
alinmustir (denklem 5.27°mn sol tarafi)

Uzay Gida
18
:§~ :i : ¢ pH=6,8
) 0O pH=74
§ 12 1 A pH=7,8
?u_, 10 A O pH=8,4
S 84 N Se ™ Ol e Model, pH 6,8
5 6- Model, pH 7,4
E 4 — -~ Model, pH7,8
e 5. —--—- Model, pH 8,4
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
TAN (mg/l)

Sekil 5.18 Flokiiler a1 ¢amuru igin Tablo 5.2°de verilen hiz degerleri ve Esitlik
(5.29) uyarinca elde edilen model egrileri.

Denklem (5.27) yerine agagidaki daha basit ifadelerin (sadece birinin) kullanimi iyi
olacaktir:

R a exp(-a'Cyy,) (5.30a)
R o exp(—b'CNH4+) (5.30b)
R o exp(-d(TAN)) (5.30c)

Burada “sabitlerin” herbiri (a’, b’ ve d) pH ile degigmelidir: Denklem 5.30a, 5.30b
ve 5.30c’deki gibi amonyak ve amonyum etkileri birarada dikkate alindifinda
denklemdeki “sabitler” pH’ya bagl olacaktir. Ciinkii sabit bir serbest amonyak veya
amonyum iyonu konsantrasyonunda diger amonyak tiirtiniin konsantrasyonu pH ile
degismektedir. Michaelis fonksiyonu pH’in direkt etkisini (TAN yoklugunda

gozlenen etki) gosteritken a', b've d parametrelerinin pH’a bagimlilig

amonyak/amonyum dagilimimin pH ile degismesi dolayisiyladir.
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Denklem 5.27°nin kullammi (denklem 5.29) ile d katsayisinin pH’a bagimlilip:
fonksiyonel olarak [ d = (aF + b(1-F)) ] ile ifade edilmekte ve boylece d katsayist
tablolarina ihtiyag duyulmamaktadir.

Ayrica denklem 5.27, denklem 5.30°dan daha anlamlidir, ¢iinkii a ve b
parametrelerinin degerleri ¢aligilan as1 ¢amuru igin sirasiyla serbest amonyak ve
amonyum iyonunun rolatif toksisitesini yansitmaktadir. Serbest iyonize olmamis
amonyak amonyum iyonundan ¢ok daha toksik oldugu i¢in a katsayisinin degeri
b’den daha biiyiik olmalidir.

5.5.2 Amonyak ve pH inhibisyonun modellenmesi ile elde edilen sonuclar ve

degerlendirme

Esitlik 5.25b kontrol reaktdrlerinin R degerlerine (Tablo 5.1 ve Tablo 5.2°de TAN =
262 mg/1) uygulandiinda asagidaki sonuglar elde edilmigtir.

Flokiiler ast ¢amuru i¢in: pK; = 6,37; pK, = 8,58 ve K| = 16,59 (r2 = 0,9914).
Graniiler as1 gamuru igin  pK; = 5,30; pK> = 8,36 ve K| =112,5 = 0,9987).
Tablo 5.1 ve 5.2’den kontrol reaktdrlerinde serbest amonyak azotu
konsatrasyonlarimin 2,1 — 63,8 mg/l arasinda degistigi goriilmektedir. McCarty ve
McKinney (1961), 150 mg/I’yi asan serbest amonyak azotu konsantrasyonlarinin
metan liretim fazim inhibe edici 6zellik gosterebilecegini belirtmislerdir. De Baere
ve dig. (1984) ve Koster (1986) aklime olmamis metanojenler i¢in yaklagik 80 mg/1
serbest amonyak azotu konsantrasyonunda inhibisyonun bagladigimi bulmuslardir.
Bu bilgiye dayanarak, kontrol reaktorlerine ait hiz degerlerindeki pH’a bagh
degisikliklerin pH’in dogrudan etkisi dolayisiyla oldugu (TAN’in amonyak —
amonyum dagilimu ile ilgili olmadi) sGylenebilir.

Esitlik 5.29°daki a, b ve R, parametreleri, Tablo 5.1 ve 5.2’de verilen tiim R
degerleri ve bunlara karsilik gelen pH, NH; ve NH," konsantrasyonlar1 kullanilarak
yapilan dogrusal olmayan regresyon analizi ile belirlenmigtir. Regresyon
hesaplamalarinda Levenberg-Marquardt algoritmasi kullamilmigtir. Elde edilen bu
parametrelerin degerleri Sequential Quadratic Programming algoritmasinin bagimsiz
olarak kullanilmas: ile ikinci kez dogrulanmigtir. Boylece agagidaki degerler elde
edilmigtir.

Flokiiler a1 ¢amuru igin: Ry = 19,318 mlCH4/grUAKM-giin; a = 0,00756; b =
0,000191 (r* = 0,9209).
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Graniiler as1 ¢amuru i¢in Ry = 123,13 mlCH4y/grUAKM-giin; a = 0,00407; b =
0,000154 (> = 0,9841).

Sekil 5.17 ve 5.18, bu parametre degerleri ile birlikte Esitlik 5.29’un kullanimiyla
elde edilen model egrilerini g6stermektedir. Bu sekillerdeki noktalar sirasiyla Tablo
5.1 ve Tablo 5.2°de verilen hiz (R) degerleridir.

Sekil 5.17 ve 5.18’in r* deerleri incelendiginde sunulan modelin her iki set dataya
iyi uydugu goriliir. Graniiler as1 ¢amurunun datasina uygunluk olduke¢a iyidir. Bu
sonuglar amonyak ve pH inhibisyonunun, bu ¢alismada sunuldugu gibi serbest
amonyak ve amonyum iyonu inhibitér etkilerini ayri ayr dikkate alan basit ve
kullamight bir model ile temsil edilebilecegini desteklemektedir. |

pK ve pKj katsayilart Esitlik 5.29’a sadece kontrollerin hiz verilerinin uygulanmasi
ile belirlenirken, a, b ve Ry, katsayilar Esitlik 5.29’a tiim hiz verilerinin uygulanmasi
ile belirlenmigtir. Bu yaklagim asagidaki kabule dayanmaktadir:

262 mg/l TAN konsantrasyonunda amonyak ve amonyum herhangi bir inhibisyon
yapict etkiye sahip degildir. Bu TAN konsantrasyonunda hizlarda g6zlenen
degisiklik tamamiyla, normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu ile verilen pH’1n
direkt etkisi dolayisiyladir. Alternatif bir yaklagim, tiim hiz verilerine Esitlik 5.29°un
uygulanmasiyla 5 parametrenin (pK;, pKj, a, b ve Rp) belirlenmesidir. Bu
hesaplamalar yapildiginda a, b ve Ry parametrelerine ek olarak pK; ve pK
katsayilari da denkleme uygulandid: icin daha iyi korelasyonlar elde edilmistir. Fakat
sonugta elde edilen pK; ve pK; parametreleri fiziksel anlamlarim yitirmektedirler.
Ornegin flokiiler as1 gamuru igin hesaplamalar sonucunda K, = 0 bulunmaktadir. Bu
nedenle bu yaklagim ile hesaplara devam edilmemistir.

Her iki as1 ¢amuru i¢in a ve b degerlerinin optimumlarinin arastirilmasi serbest
amonyagin amonyum iyonuna gore olduk¢a fazla toksik oldugunu gostermigtir:

Flokiiler a1 gamuru i¢in a/b = 40, grantiler as1 camuru i¢in a/b = 26’dur.

Sekil 5.19 ve 5.20 iki as1 gamuru igin pH ve TAN’1n bir fonksiyonu olarak model
tahminlerini gdstermektedir. Bu gekiller kullanilarak, ¢aligmada kullanilan sinrlarn
disinda pH ve TAN degerleri igin maksimum metan ﬁreﬁm hizi tahminlerini de
yapmak miimkiin olabilmektedir.
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Sekil 5.19 Graniiler ag1 ¢camuru icin TAN ve pH'nin bir fonksiyonu olarak R’nin
(maksimum metan tiretim hiz1) model tahminleri

Uzay Gida ‘

I ; ;1;05-20,})0‘
o 10,00—15,001
m 5,00-10,00 |

@0,00-500 |

Sekil 5.20 Flokiler asi ¢camuru i¢in TAN ve pH’nin bir fonksiyonu olarak R’nin
(maksimum metan tiretim hiz1) model tahminleri

5.5.2.1 Maksimum metan iiretim hizinda % 50 azalmaya yol acan amonyak
konsantrasyonlarinin bulunmasi

%50 inhibisyona (maksimum metan tiretim hizinda %50 azalmaya) yol agan TAN

konsantrasyonu (TANsg) asagidaki esitlik kullanilarak belirlenebilir:



% = exp|- (aF +b(1— F))TAN,] (531a)

Bu esitligin yeniden diizenlenmesi ile asagidaki denklem elde edilir:

In(2)

TAN, =——2 —
0T gF +b(1-F)

(5.31b)
Serbest amonyagin F fraksiyonu pH’a bagh oldugundan (Esitlik 5.22), 5.31b
denklemi TANs degerinin pH’in bir fonksiyonu olarak hesabina imkan vermektedir.
Sekil 5.23 ve 5.24 denklem 5.31b kullamlarak her iki a1 ¢amuru i¢in TANso

egrilerini (sekiller iizerinde kalin gizgiler ile belirtilmis) gdstermektedir.

Denklem 5.31, pH’mn direkt etkisi dikkate alimmadiginda maksimum metan iiretim
hizinda %50 azalmaya neden olan TAN degerini vermektedir. TANso’nin alternatif
bir tammi olarak “denklemi R=0,5R, yapan TAN konsantrasyonu” ifadesi
kullanilabilir. Bu durum agagidaki esitlikle agiklanmaktadir:

% = exp|— (aF +b(1 - F)TAN 5, |Mi(pH) (5.32a)

Burada Mi(pH), normalize edilmis Michaelis fonksiyonudur. Denklem 5.32a’min
yeniden diizenlenmesi ile 5.32b denklemi elde edilir:

_ InQ2Mi(pH))

TAN,, = 5.32b
" aF +b(1-F) R

Bu esitligin uygulanmas ile elde edilen egriler aym zamanda Sekil 5.21 ve 5.22’de
gosterilmistir (kesikli ¢izgiler). Bu egriler iizerindeki. herhangi bir pH ve TAN
degerleri kombinasyonu hiz degerlerinde %50 azalmadan daha fazla bir azalma ile
sonuglanacaktir. Bu durum, “denklem 5.32b kullanilarak bulunan egrinin altinda
kalan bélge; hizin miimkiin olan maksimum deger Ry’nin %50’sinden fazla oldugu

bélgeyi gosterir” seklinde farkls bir ifade ile de agiklanabilir.

Bu calismada kullanilan pH degerleri i¢in her iki gamura ait TANs degerleri Tablo
5.6’da verilmistir. Tablodan da goriildiigii gibi artan pH ile %50 inhibisyona yol
agan TAN degerleri azalmaktadir.
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Sekil 5.21 Graniiler as1 gamuru igin pH’1n bir fonksiyonu olarak TANSs, degerleri
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Sekil 5.22 Flokiiler as1 gamuru igin pH’1n bir fonksiyonu olarak TANso degerleri

Tablo 5.6 Caligmada kullanilan pH degerleri igin her iki ast gamuruna ait TANsg

konsantrasyonlar1
TANs (mg/l)
pH Graniiler Camur Flokiiler Camur
6.8 3742 2040
7.4 2317 1642
7.8 1128 882
8.4 6 165
5.5.2.2 Optimum pH

Herhangi bir TAN konsantrasyonu igin, optimum pH, gelistirilen yeni modelin H’a

gore tiirevinin alinmasi ve elde edilen esitligin sifira esitlenmesi ile bulunabilir:
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5§=0 (5.33a)
R _ 1 R (-TAN =102 +10".b
oH |, Kou ’ (1+10" 1)
H H
: b ® __han
R IF10%H T 1+10%H i
B L
a b H K
+R,, .exp| - TAN +b- ! 1_1=0
& p[ (1+10""'H 1+10""=Hﬂ K HY
OH
1+——+
H Xy

R R a b
—= 2 .exp| — +b-— TAN
A ek, B p{ (I+10“"°H 1+10"K'Hj }

1+
H K,
ke | (5.33¢)
_ 10 PK, 2 ik
TAN[ 1(0 a:lOzb]+ i
PR,
1+10% H) [1+K°“+ij
H "
pKa=-logK, = 107,=K,
, 1 Ko
(TAN)10% (a b)) ! B (5:33d)
(+10%n) ) ,Kou, H
Ky
1. K
2 2
(a-b)(TAN)F* K, H (5.33¢)
K K; H
a E—==+-)
H K,

Burada H Hidrojen iyonu konsantrasyonunu gostermektedir ve F Esitlik (5.22)’de
verilmistir. Denklem 5.33e dogrusal olmayan cebirsel bir esitliktir ve H'in iterasyonu
ile ¢oziilebilir. Bu hesaplamalar her iki agt gamuru i¢in yapilmis ve sonuglar Sekil

5.23’de gosterilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi model, TAN konsantrasyonu
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arttikga azalan bir optimum pH degeri tahmin etmektedir. Bu tahmin, serbest
amonyagin amonyum iyonundan cok daha toksik oldugu gergegi ile de
ortiismektedir. TAN artis ile metanojenik aktivite stirekli azalirken (burada dikkate
alinan yiiksek TAN konsantrasyonlari araliklari igin) TAN"1n inhibitor etkileri pH
degerinin diistiriilmesi ile bir olgiide azaltilabilmektedir. TAN’in inhibe edici
olmayan konsantrasyonlari igin optimum pH degerleri graniiler a1 ¢gamuru igin 6,8;

flokiiler as1 camuru igin 7,5 olarak bulunmustur.

8,00
7,80
7,60
7,40
7,20 |
7,00
6,80 |
6,60 - \
6,40
6,20
6,00 : : ; :

0 50 1000 1500 2000 2500 3000

TAN (mg/L)

------- Uzay Gida
Cargill

Optimum pH

T 1

Sekil 5.23 Graniiler ve flokiiler ag1 ¢amurlari igin TAN’1n bir fonksiyonu olarak
optimum pH degerleri

Biitiin verilerin tek bir denklem ve gercek sabitler kullamlarak hesabi TANso ve
optimum pH degerlerinin tahminine imkan vermistir. Boyle basit ve kullanish bir
model ile datamn kolaylikla analizi ve bu analizden birgok farkli faydali neticenin

¢ikartilmasi miimkiin olmaktadir.

5.6 Diger Parametrelerin Degerlendirilmesi

5.6.1 pH, ugucu yag asitleri ve alkalinite

Her iki as1 ¢amuru ile yiriitillen deneylerde baslangic ve bitis pH degerleri
arasindaki fark inhibisyon gozlenen pH degerlerinde (graniiler ag1 ¢amuru i¢in pH

8,4; flokiiler ag1 gamuru igin pH = 7.8 ve 8,4) TAN seviyesine bagl olarak
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artmaktadir (Sekil 5.24 — 5.27). Aradaki farkin metanojenlerin inhibisyona ugramasi
dolayisiyla reaktérlerde ugucu yag asit birikiminden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Graniiler a1 gamurunda pH 8.4, flokiiler as1 ¢amurunda pH 7,8 ve pH 8,4 kontrol
reaktorlerinde pH’da bagslangica gore gozlenen diistisiin pH’in direkt inhibe edici
ctkisinden kaynaklandig1 tahmin edilmektedir.

Cargill pH 6,8 pH degigimi Cargill pH7,4 pHdegisimi

720

68
o 4
S
640
6,00+ " g e = | 5
kontrol 1000 1500 2000 2500 3000 g Kkontrol 1000 1500 2000 2500 3000
= TAN, mg/l
O baglangig O bitig g 0 baslangig 0 bitis TAN, mg/l

Sekil 5.24 Graniiler ag1 camuru pH 6,8 ve pH 7.4 i¢cin pH degisimi

Cargill pH7,8 pH degisimi ____ CargillpH8,4 pHdejigimi

_ _:f, L _

Keatrol 1000 1500 2000 20 2000 Voot 00 1500 2000 250 2000

O baslangic O bitis TAN, mgh 0O baslangic O bitis N, mo

Sekil 5.25 Graniiler as1 gamuru pH 7,8 ve pH 8,4 i¢in pH degisimi

Uzay pH 6,8 pHdegisimi Uzay pH7,4 pH degisimi
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T
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O baslangic O bitis TAN, mg/l O baglangic O biti TAN, mg/l

Sekil 5.26 Flokiiler a1 gamuru pH 6,8 ve pH 7,4 i¢in pH degisimi
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Uzay pH 7,8 pH degisimi
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Uzay pH 8,4 pH degisimi
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Sekil 5.27 Flokiiler ast gamuru pH 7,8 ve pH 8,4 i¢in pH degisimi

Her iki ¢amuru igin, biitiin serilerde alkalinitenin baglangig degerine gore dnemli

oranda arttigs goriilmektedir (Sekil 5.28 — 5.31). Alkalinitedeki bu artigin ortamda

olusan NH4HCO;3'1n artisiyla agiklanabilir.

Cargill pH 6,8 Alkalinite degigimi

Alkalinite, mgCaCO3/I

TAN, mg/l
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Cargill pH 7,4 Alkalinite degigimi
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Sekil 5.28 Graniiler ag1 gamuru pH 6,8 ve pH 7,4 i¢in alkalinite degisimi

Cargill pH7,8 Alkalinite dedisimi
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Cargill pH 8,4 Alkalinite degdigimi
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Sekil 5.29 Graniiler as1 gamuru pH 7,8 ve pH 8,4 icin alkalinite degisimi




Uzay pH 6,8 Alkalinite degisimi Uzay pH7.4 Alkalinite degigimi
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Sekil 5.30 Flokiiler as1 gamuru pH 6,8 ve pH 7.4 i¢in alkalinite degisimi

Uzay pH 7,8 Alkalinite degigimi Uzay pH 8,4 Alkalinite degdigimi
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Sekil 5.31 Flokiiler ag1 gamuru pH 7,8 ve pH 8,4 i¢in alkalinite degisimi

Sistemdeki alkalinite konsantrasyonu ile ugucu yag asidi birikimi arasinda dogrudan
bir iliski kurulabilir. Inhibisyon gdzlenen deney serilerinde, sdzkonusu alkalinite
farklarinin, ortamdaki serbest ugucu yag asitlerinin birikimi sonucu olarak belirli
miktarda kiigiildiigii goriilmektedir (Ek F). Bununla birlikte toksisitenin yagandig
durumlarda alkalinitenin bir kontrol parametresi olarak kullanilmasi ¢ok anlamli

olmamaktadir (Jenkins ve dig., 1983).

inhibisyon gozlenen deney serilerinde toplam ugucu asit miktar igindeki yiiksek
zincirli (PA, IVA, IBA gibi) yag asitleri yiizdesinin arttig1 belirlenmistir (Sekil 5.32
—5.35).

Metanojenlerin inhibisyonu dolayisiyla ugucu yag asitlerinin ortamda birikmesi
dogaldir. %100 inhibisyon hallerinde (Flokiiler a1 gamuru pH =8,4, TAN= 2000-
3000 mg/It) yiiksek oranda asetik ve propiyonik asit birikimi gézlenmistir. IBA ve

IVA miktarinda bir artis belirlenmistir. {zobiitirik veya izovalerik asit
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konsantrasyonunun, inhibisyon sonucu baglangi¢ degerine gore bir miktar artmasi
literatiirde de (Gallert ve dig., 1998) belirtildigi tizere, kuvvetli TAN ve pH

inhibisyonunu gdsteren 6nemli bir isaret olarak alinabilecegi diistiniilmektedir.

Uzay Gida pH 8,4 1500mg/l TAN

N,

800
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300
200+
100+

(1 baglangig
bitig

mg/l AA

S OSNS S NN

Sekil 5.32 Flokiiler ag1 ¢amuru pH 8,4 1500 mgTAN/I i¢in deney baslangicinda ve
deney baglangicindan 184 giin sonra Slgiilen UYA konsantrasyonlarinin
degisimi”

*AA: Asetik Asit, PA: Propiyonik Asit, BA: Butirik Asit, VA: Valerik Asit,
IBA: izobutirik Asit, IVA: Izovalerik Asit

Uzay Gida pH 8,4 2000mg/l TAN
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Sekil 5.33 Flokiiler ag1 camuru pH 8,4 2000 mgTAN/I i¢in deney baslangicinda ve
deney baglangicindan 184 giin sonra &lgiilen UYA konsantrasyonlarinin
degisimi”

*AA: Asetik Asit, PA: Propiyonik Asit, BA: Butirik Asit, VA: Valerik Asit,
[BA: Izobutirik Asit, IVA: Izovalerik Asit
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Uzay Gida pH 8,4 2500mg/l TAN
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Sekil 5.34 Flokiiler as1 gamuru pH 8,4 2500 mgTAN/I i¢in deney baglangicinda ve
deney baglangicindan 184 giin sonra &lgiilen UYA konsantrasyonlarinin
degigimi’

.AA: Asetik Asit, PA; Propjyonik Asit, BA: Butirik Asit, VA: Valerik Asit,
IBA: Izobutirik Asit, IVA: Izovalerik Asit

Uzay Gida pH 8,4 3000mg/l TAN
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Sekil 5.35 Flokiiler ag1 ¢gamuru pH 8,4 3000 mgTAN/] i¢in deney baglangicinda ve
deney baglangicindan 184 giin sonra 6lgiilen UYA konsantrasyonlarinin
degisimi’

‘AA: Asetik Asit, PA: Propiyonik Asit, BA: Butirik Asit, VA: Valerik Asit,
IBA: Izobutirik Asit, IVA: Izovalerik Asit

5.6.2 Coziinmiis organik karbon

Deneysel ¢aligmalarda belirlendigi gibi, baslangig ve bitis COK seviyeleri arasindaki
fark, toplam ugucu yag asidi parametresine benzer tarzda, pH ve TAN inhibisyonuna
bagh olarak azalmstir (Sekil 5.36 — 5.39).
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Cargill pH 6,8 COK Degigimi Cargill pH7,4 GOK Degigimi
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Sekil 5.36 Graniiler ag1 ¢camuru pH 6,8 ve pH 7,4 i¢in COK degisimi
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Sekil 5.37 Graniiler ag1 gamuru pH 7,8 ve pH 8,4 i¢in COK degisimi

Uzay Gida pH 6,8 COK defjigimi Uzay Gida pH 7,4 COK de§igimi
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Sekil 5.38 Flokiiler ag1 gamuru pH 6,8 ve pH 7,4 i¢in COK degisimi

Ozellikle pH = 8,4 1500 mg/l TAN’dan itibaren flokiiler ag1 ¢amuru ile yiriitlilen
deneylerde, inhibisyon sonucu yiiksek oranda ugucu asit birikimlerine bagh olarak
bitis COK seviyeleri de yiikselmistir. Ek D’de verilen Tablo D.1 — D.4 ve Tablo D.5

— D.8’de goriildiigli gibi ugucu ya§ asitlerinin COK cinsinden esdegerleri
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incelendifinde bu degerlerin odlgiilen COK degerlerine gore daha diisiik
konsantrasyonda oldugu gériilmiistiir. Bu farkin COK deneyi 6ncesinde numunenin
0,45 pm filtreden gegirilmesi esnasinda siiziintiiye mikrobiyal atiklarin gegmesi
dolayisiyla oldugu diistintilmektedir.

Uzay Gida pH 7,8 GOK degjigimi Uzay Gida pH 8,4 COK de§igimi
500 - = 45015
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Sekil 5.39 Flokiiler ag1 camuru pH 7,8 ve pH 8,4 i¢in COK degisimi

5.6.3 Toplam amonyak azotu

Deneylerde reaksiyon ortamina ilave edilen TAN konsantrasyonlarmin kontrolii
amaciyla TAN analizleri yapilmigtir. Deney baslangici ve sonunda alinan
numunelerde TAN konsantrasyonlarinin Ek D’de verilen Tablo D.1 — D.4 ve Tablo
D.5 - D.8 incelendiginde ¢ok fazla degismedigi goriilmektedir. Cikig
numunelerindeki TAN konsantrasyonlari incelendiginde, baslangi¢
konsantrasyonlarina gore yasanan artigin maya ekstresinden (maya ekstresinin TKN
konsantrasyonu 22 mg/l ve TAN konsantrasyonu 0,5 mg/1’dir) igerisindeki organik
azotun amonyak azotuna doniigmis olmasi dolayisiyla gergeklestii tahmin
edilmektedir.

5.6.4 Biyogazdaki CH4 Oram

Reaktorlerde anaerobik biyokimyasal bozunma sonucu olusan biyogaz i¢indeki CHy
oram, yiiksek pH’larda CO,’in siv1 ortamdaki ¢oziiniirliigii arttigy igin ylikselmigtir
(Béliim 4.2 Tablo 4.3 — 4.6 ve Boliim 4.3 Tablo 4.10 — 4.13).

5.6.5 FISH teknigi ¢ahisma sonu¢larinin yorumlanmasi

FISH deneyleri ile graniiler as1 gamurunda flokiiler ag1 gamuruna gére ¢ok daha fazla
sayida metanojen oldugu tespit edilmigstir. Ayrica, flokiller as1 ¢amurundaki
metanojenlerin dagimk halde bulunduklari, graniiler a;1 ¢amurunda ise graniil
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yapuun verdifi avantaj ile metanojenlerin kiimelenmis halde ve daha aktif olduklar
gbzlenmigtir. Metanojenlerin aktiviteleri verdikleri hibridizasyon sinyali ile dogru

orantilidir.

Ast ¢amuru olarak flokiiler ¢amurun kullanildigi deneylerde serbest amonyak
inhibisyonu, graniil ag1 ¢amuru kullanilan deneylere gére daha diigiik pH ve amonyak
degerlerinde g6zlenmistir. FISH deneyleri ile flokiiler ag1 gamurunda daha az sayida
metanojenin tespit edilmesi bu sonucu desteklemektedir. Ayrica, FISH deneylerinde
goriintiilenen kiimelesmis Methanosaeta yapilani sayesinde, graniil a1 ¢amuru
serbest amonyak inhibisyonu karsisinda daha iyi diren¢ gostermigtir. Flokiiler agi
¢amurunda daginik halde bulunan az sayidaki Metanosaeta ise daha diigiik pH ve
toplam amonyak seviyelerinde bile ciddi sekilde inhibe olmuglardir. Bunun sebebi,
mikroorganizmalara hiicre zarindan difiizyon ile gegerek enzim aktivitelerini bozan
serbest amonyagin genis ylizey alanina sahip uzun ipliksi Metanosaeta hiicrelerini
dagimk halde bulunduklari zaman daha fazla etkilemesidir. Bununla birlikte,
Methanosaeta metanojenlerin yliksek toplam amonyak konsantrasyonlarina daha az
toleranshi oldugu bilinir. Ayrica, kiiresel hiicreler igeren Methanosarcina, rod
(cubuksu) hiicreler iceren Methanosaeta’dan ¢ok daha biiyiik hacim-yiizey oranina
sahip oldugu i¢in, serbest amonyagin Methanosaeta hiicresine diffizyonu gok daha
fazla olacaktir. Amonyaga karsi daha fazla direng gosterdigi tahmin edilen
Methanosarcina tlirine graniiler ag1 ¢gamurunda az da olsa (<%5) rastlanmig olmasi
(flokiiler as1 gamurunda ise hi¢ gézlenmemesi), flokiiler ag1 camurunun graniiler as1
camuruna gore diigik amonyak degerlerinde daha fazla inhibe olmasim
agiklamaktadir (Eldem ve dig., 2004c) .

Biitiin bunlarla birlikte, zaten fiziksel olarak graniil camurlarin, inhibisyon kargisinda
floklu ¢amurlara gére daha dayanikli oldugu da bilinmektedir.

Metanojenik tiirlerdeki degisimi incelemek i¢in amonyak inhibisyonu deneylerinin
sonunda da FISH deneyleri yapilmigtir. Ozellikle yiiksek pH ve yiiksek amonyak
degerlerinin denendigi deney setlerinde siirenin (~6 ay) ¢ok uzamasi sebebiyle
saglikih FISH sonuglar1 elde edilememigtir. Bunun nedeni, sadece deney
baglangicinda beslenen reaktorlerdeki mikroorganizmalarin gegen uzun siire iginde
icsel solunum ile pargalanmasi ve FISH deneyine girisim yapan niikleik asitlerin
ortamda c¢ogalmasi olarak agiklanabilir. Her deneyi bitiminde &lgiillen COK

degerlerinin beklenenden bir miktar yiiksek olmasi, bu sonucu desteklemektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Amonyagin inhibe edici konsantrasyonlarina aligtirilmamis flokiiler ve graniiler

agilarla karakterize edilen farkli anaerobik mikroorganizma gruplarmin mezofilik

sartlarda pH ve amonyak inhibisyonu kargisindaki davramglarmin incelendigi bu

¢alismadan elde edilen temel sonuglar asagida 6zetlenmistir:

Deneysel g¢aligma sirasinda siirekli olarak takip edilen biyogaz iiretim
egrilerinin yorumlanmasi ve bunun sonucunda asi ¢amurunun &zelliklerini
yansitan parametrelerin (R: maksimum metan {iretim hizi, P: metan iiretim
potansiyeli, A: gecikme faz: siiresi gibi) belirlenmesi amaciyla eklenik metan
tiretim egrileri olugturulmugtur. Metan {iretim verilerinin dogrusal olmayan en
kiiciik kareler metodu kullanilarak degerlendirilmesi sonucunda pH ve TAN’1n
fonksiyonu olarak P, R ve A degerleri bulunmugtur. Regresyon probleminin
¢oziimiinde Levenberg-Marquardt algoritmasi kullanilmigtir. Bazi durumlar
icin fiziksel agidan anlamli parametrelerin elde edilmesi amaciyla A > 0
simirlamast  gerekli olmustur. Boyle durumlarda regresyon probleminin
¢oziimiinde Sequential Quadratic Programming algoritmas: kullanilmigtir. Bu
algoritma parametreler i¢in simrlama yapma imkami vermesi dolayisiyla

avantajli olmugtur.

Kontrol reaktérleri igin ¢izilen eklenik metan {iretimi egrilerinden, her iki as1
¢amuru i¢in metan {iretim potansiyellerinin aym seviyede (yaklasik olarak 200
mlCH4/grUAKM) olduklan goriilmiistiir. Bu durum her iki deney setinde ayni
substratin aym KOI konsantrasyonunda kullaniimas: ile de tutarhidir.

Metan iiretim egrileri incelendiginde, aym miktarda substratin graniiler asi
camurunda, flokiiler as1 camuruna gore c¢ok daha kisa siirede metana
doniigtiigli gbriilmiigtiir. Bu durum, graniiler agt ¢amurunun metan {iretim
hizimn flokiiler as1 gamurunun metan tiretim hizindan daha yiiksek olmast ile

ilgilidir.



Amonyaga aligtiriimamis flokiiler ve graniiler yapidaki her iki a1 gamuru icin
sabit pH’da, maksimum metan iiretim hiz1 (R, mlCHy/grUAKM-giin) artan
TAN konsantrasyonlar: igin belirgin bir gekilde azalmigtir. Artan TAN
konsantrasyonu ile hiz degerlerinde goriilen beklenen diisiis, 6nceki

aragtirmacilarin sonuglari ile de uyumlu olmusgtur.

Flokiiler ag1 ¢gamurunda metan iiretim potansiyeli (P: mICH4/grUAKM) sabit
pH’da artan TAN konsantrasyonlan ile azalmugtir. Graniiler yapidaki agi
¢amuru igin bu etki sadece en yikksek pH degerlerinde (pH 7,8 ve 8,4)
gozlenmistir.

Inhibisyon deneyleri 6ncesinde her iki asi c¢amuru yiiksek amonyak
seviyelerine aligtirilmamig olmasina ragmen, deneysel veriler incelendifinde
her iki durumda da, metan {iretiminin sifir oldugu 6nemli bir baglangig

gecikme faz siiresi gézlenmemigtir.

Eklenik metan {retim egrisi, baz1 yiikksek pH/TAN kombinasyonlarinda
baglangi¢ horgiicii icermektedir. Flokiiler as1 ¢amuru i¢in bu durum pH > 7,8
ve TAN 2 1500 - 2000 mg/1’de, graniiler a1 ¢amuru ile yapilan ¢aligmada ise
sadece pH 8,4 ve TAN > 1000 mg/1’de gergeklesmistir.

Aktivitenin durmasinin ardindan metan tiretiminin tekrar basladigi durumlarda
(baglangic horgiicli sonrasi), aktivitenin tekrar bagladigy ikinci periyottaki
maksimum hiz, baslangic horgiiciinde (iyilesme siireci Oncesi) go6zlenen
hizdan daha yiiksek olmugtur. Flokiiler a1 gamurunda (pH 8,4) 1000 ve 1500
mg/l TAN degerleri igin yaklasik olarak 100 giin sonra metan {iretimi tekrar
baglarken 2000, 2500, 3000 mg/l TAN degerleri igin 6 aylik inkiibasyon
stiresinden sonra dahi metan tiretimi gozlenmemigtir. Bu TAN degerlerinde,
bu ¢alismada bahsedilen “baglangi¢ horgiici”, deney siiresinin tamamina
yayilmig ve metanojenik aktivite hi¢ baglamamugtir. Graniiler ag1 ¢amurunda
ise (pH 8,4) 1000, 1500, 2000, 2500 ve 3000 mg/l TAN degerleri i¢in sirasiyla
yaklagik olarak 20, 28, 35, 70 ve 80 giin sonra metan {iretimi tekrar
baglamusgtir.

Cogu durumlarda Gompertz esitligi, metan {iretim datasina oldukg¢a iyi uyum
gostermigtir. Bununla birlikte, yukarida bahsedilen yiiksek pH ve TAN
konsantrasyonlarinda gozlenen baglangic horgiicti, Gompertz esitligi
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kullamlarak dogru bir sekilde tahmin edilememigstir. Boyle durumlarda,
maksimum hizin (R) belirlenmesi i¢in modifiye edilmis Gompertz
esitligindeki parametreler, baslangi¢ hérgiiciiniin gézlenmesinin ardindan
yasanan periyottaki metan {iretim datasinin dogrusal olmayan regresyon
analizi ile belirlenmistir (baslangi¢ horgiicli dikkate alinmamistir). Bu
yaklagim ile maksimum hiz1 (her zaman baglangi¢ horgiiciinden sonra olugan)
veren R degerleri oldukga iyi bir sekilde tahmin edilebilmigtir. Aym1 zamanda
hesaplanan P degerleri, gbzlenen firetim potansiyelleri ile iyi uyum
gostermektedir. Bununla birlikte, bu yaklasim tarzi ile belirlenen A degerleri,
sifir metan liretimi periyodunu gostermemektedir. Ornegin flokiiler as1 gamuru
pH 8,4 ve 1000 mg/l TAN igin A degeri 84 giin olarak elde edilmistir. Boyle
durumlar igin bulunan A de@erlerinin uygun bir gekilde yorumlanmas,
“metanojenik aktivitenin baglamasi Oncesinde, amonyaga direngli tiirlerin

aligmasi i¢in gegen stire” seklinde yapilabilir.

Baslangic horgiicliniin  Oncesi ve sonrasinda metan {retim egrilerinin
egimlerinde goriillen ani degisim, sistemde yiiriiyen iki muhtemel paralel
mekanizmann agiklanmasina 151k tutmaktadir: Bunlardan birincisi diigiik TAN
degerlerinde daha hizli ilerleyen bir mekanizma iken, ikinci mekanizma (veya
tiir), birinci mekanizma inhibe oldugunda baskin hale gelmektedir. Bu
durumun (aktivitenin sifir oldugu baglangic periyodu yerine baslangig
horgiicliniin gériilmesi durumu) diger bir agiklamas: ise su sekilde olabilir:
Ortamda bulunan arke, amonyak toksik etki gostermeye baslamadan Once,
baglangi¢c hérgiiclinii olugturacak gsekilde metan {iretimine baglamakta ve
ardindan metan {iretimi durmaktadir. Bu periyot sirasinda yasanan aligma,

daha sonra metanojenik aktivitenin tekrar baglamasi ile sonuglanabilmektedir.

Amonyak ve amonyumun artan konsantrasyonlar ile eksponansiyel olarak
azalan metan f{iretim Mz gozlemlerine dayanarak amonyak/amonyum
inhibisyonu i¢in basit ve kullanmiglh bir eksponansiyel model 6ne siirtilmiigtiir.
Bu modelde, serbest amonyak ve amonyum iyonu arasindaki denge iligkisi
saglamyorken, iyonize olmamis amonyak ve amonyumun inhibitdr etkileri
ayr1 ayn dikkate alimmistir. pH’1n direkt inhibitdr etkisinin modellenmesinde
normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu kullanilmigtir. Eksponansiyel
ifade ve normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu, toplam inhibisyon
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etkisini yansitacak modeli olugturmak iizere, basit ve kullamigh bir denklem
verecek sekilde birlestirilmistir. Modeldeki tiim parametreler, pH ve TAN

konsantrasyonlarindan bagimsiz, gergek sabitlerdir.

Gelistirilen yeni modele gore graniiler ve flokiiler agt ¢amurlan igin
inhibisyonun olmamasi durumundaki maksimum iz (Ry) degerleri, sirastyla
123,1 ve 19,3 mICHy/grUAKM-gilin olarak bulunmugtur.

One stiriilen modelin kullanimu ile ilgili olarak maksimum metan iiretim
hizinda %50 azalmaya neden olan TAN konsantrasyonu ve optimum pH
ifadeleri elde edilmigtir. Modelin, metan {iretim hiza verilerinin detayli bir
sekilde analizine olanak tamdif1 gosterilmigtir. Artan pH ile TANso degerleri
azalmgtir. Optimum pH degerleri graniiler as1 ¢amuru igin 6,8; flokiiler as
¢amuru i¢in 7,5 olarak bulunmugtur.

Her iki as1 ¢amuru igin serbest amonyak, amonyum iyonu ile
kargilastirildiginda daha toksik olarak bulunmustur. Her iki ast ¢camuru igin,
TAN konsantrasyonu arttikga optimum pH yavas bir gekilde azalmigtir. Bu
durum serbest amonyagin, amonyum iyonundan daha toksik oldugu gergegi ile
de uyusmaktadir.

Inhibisyon gbzlenen deney serilerinde toplam ugucu asit miktar: icindeki
yiksek zincirli (PA, IVA, IBA gibi) yag asitleri yiizdesinin arttig
belirlenmistir. %100 inhibisyon hallerinde (flokiiler ast ¢amuru pH =8,4,
TAN= 2000-3000 mg/lt) yiiksek oranda asetik ve propiyonik asit birikimi
gbzlenmistir. IBA ve IVA miktarinda bir artig belirlenmistir. IBA veya IVA
konsantrasyonunun, inhibisyon sonucu baglangic degerine gbre bir miktar
artmasimn literatiirde de belirtildigi gibi, kuvvetli TAN ve pH inhibisyonunu
gOsteren 6nemli bir isaret olarak alinabilecegi diigiiniilmektedir.

Graniiler asi ¢camurunun daha yiliksek metanojenik aktivite degerlerine sahip
olmas1 FISH sonuglan ile de dogrulanmistir. Graniiler ag1 gamuru flokiiler a1
camuruna gbre daha yliksek konsantrasyonda metanojen igermektedir
(graniiler ag1 ¢amurunda %95’in iizerinde Methanosaeta ve %5’in altinda
Methanosarcina tiiriine rastlanmigtir. Flokiiler ag1 c¢amurunda ise aktif
metanojenik tiir olarak asetat kullanan Methanosaeta tiirleri tespit edilmis,

diger metanojen tiirlerine rastlanmamugtir). A1 ¢amuru olarak flokiiler as1
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¢amurunun kullanildig1 deneylerde serbest amonyak inhibisyonu, graniiler as:
¢amurunun kullamildif1 deneylere gére daha diisik pH ve amonyak
degerlerinde gozlenmigtir. FISH deneyleri ile flokiiler as1 ¢amurunda daha az
sayida metanojenin tespit edilmesi bu sonucu desteklemektedir. Biitiin
bunlarla birlikte, zaten fiziksel olarak graniil camurlarin, inhibisyon kargisinda
floklu ¢amurlara gére daha dayanikli oldugu da bilinmektedir.

Anaerobik aritmada pH ve amonyak inihibisyonunun incelendigi bu c¢aligmanin

sonucunda asagidaki dneriler sunulmustur:

Degisik konsantrasyonlarda amonyaga aligtinlmig, farkli ¢amurlar izerinde
mezofilik veya termofilik sartlarda bu tiir inhibisyon galigmalarinin tekrar ile
konunun daha detayli olarak degerlendirilmesi miimkiin olabilecektir. Bu tiir
caligmalann siirekli sistemlerle dogrulanip Ozellikle mikroorganizma tiir
degisimlerinin de incelenmesi sistemde baskin olan tiirlere gére sistemin
degerlendirilebilmesini saglayacaktir.

Baglangi¢ horgiicii olmadiginda modifiye edilmis Gompertz esitligi deneysel
dataya iyi uyum saglamistir. Bu modelleme yaklagimi, baglangig horgiiciiniin
olas1 durumlar i¢in modifiye edilmelidir.

Bu ¢alismada sunulan her iki ag1 gamuru i¢in pH 6,8°deki data incelendiginde
TAN’in 262 mg/I’den 3000 mg/l’ye artmasi durumunda hizin azaldig:
goriilmektedir. Bu TAN konsantrasyonlarina karsilik gelen serbest amonyak
konsantrasyonu 2,1 mg/I’den 24,1 mg/’ye degismektedir. Bu serbest amonyak
konsantrasyonlar1 literatiirde verilen amonyagin inhibe edici etkilerinin
gozlendigi konsantrasyonlarin ¢ok altinda oldugundan pH 6,8’de artan TAN’a
bagl gozlenen inhibisyonun tamamen amonyum iyonundan kaynaklandigi
tahmin edilebilir. Bu durum daha fazla aragtirmaya ihtiyag gostermektedir.

Anaerobik kosullarin saglanmast igin uygulanan gaz igeriginin (N, veya CO2+
N; karigimt) tiim pH-TAN kombinasyolarinda aym olmas: gerckmektedir. Bu
durum agagidaki nedenler dolayisiyla biiyiikk 6nem tagimaktadir: i) Biyogazin
metan igerigi standart %60 metan ve %40 karbondioksit gaz1 esas alinarak gaz
kromatografisi kullanilarak  belirlenmigtir. Literattirde yapilan bazi
calismalarda oldugu gibi CO, + N, gazi ile yikanan serum siseleri bosluk
kismindan alinan biyogaz Grnekleri CO, igerdiginden metan ylizdesi gergek
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degerine gore daha diisiik olarak bulunmugtur (Ek A’da yapilan 6n ¢aligmada
gorildigt gibi). ii) Ayn1 pH-TAN kombinasyonu igin iki farkli gaz ile (N,
veya CO; + N, kangimi) yikanan serum sigelerindeki biyogaz {iretim
miktarlan farkli olmustur. CO; + N; karigimi kullanilan serum gisesinde deney
bagslangicindan belirli bir siire sonra manometredeki asitlendirilmis tuzlu su
¢ozeltisi yiikselirken, sadece N kullanilan serum sigesinde biyogaz iiretimine
bagh olarak algalmaktadir. Sonu¢ olarak aymi pH-TAN kombinasyonunda
farkli gaz icerigi ile yikanan serum siselerinde biyogaz iiretim miktan ve
metan yiizdesi farkli olmaktadir. Deneyler dncesinde yapilan 6n ¢aligmada (Ek
A) bu durumun belirlenmesi {izerine, bu ¢alismada sadece N, gaz ile yikama

yapilmusgtir.

Deney sisteminin sabit sicaklifin ve elektrik kesintilerine karsi jenarator
imkammin  saglandii  ortamlarda gergeklestirilmesi, olas1  sicaklik
degisimlerinin Onlenmesi i¢in gereklidir. Ayrica biyogaz Ol¢iimlerinin
yapilmasinda otomasyonun kullanilmasi deneysel verilerin siirekli takibine
imkan tamyarak sistemin daha verimli bir sekilde modellenmesini
saglayacaktir.

Deneysel galigmada 100 ml’lik serum siseleri yerine daha biiyiikk hacimlerin
kullamilmasi, deney sirasinda da baz1 parametrelerin (6zellikle substrat tiiketim
hizinin) takibi igin numune alinabilmesine olanak taniyacaktir. Fakat bu
durumda olusacak metan miktarlarinin da artacags dikkate alinarak manometre
sisteminde degisiklikler yapilmasi ya da otomasyonun kullanilmasi geregi
dikkate alinmalidir.

Deneysel ¢aligmada ugucu yag asitleri ve biyogaz bilesimi 6l¢imil igin
numune sayisinin ¢ok fazla olmasi dolayisiyla, manuel dl¢tim sistemleri yerine

otomatik numune 6l¢iim sistemlerinin kullanilmasi daha verimli olacaktr.

Bu tiir deneysel caliymalarda aym anda ¢ok sayida parametrenin biitiin
numunelerde bakilmasi zorunlulugu oldugundan grup ¢alismalarinin yapilmasi
faydali olacaktir.
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EXK A — ANAEROBIK ARITMADA AMONYAK INHIBISYONU iLE ILGILI
YAPILAN CALISMALARDAN ORNEKLER

Bu béliimde, anaerobik aritmada amonyak inhibisyonu ile ilgili literatiirden alinan ¢aligmalar

kronolojik olarak dzetlenmistir.

Kugelman ve McCarty (1965): Bu ¢aligmada, asetat kullanan metanojenler iizerine, Na*,
K*, NH,", Ca™ ve Mg ’un tek bagina ve birlikte degisik konsantrasyonlarinin etkisi
incelenmistir. Aragtirmada katyonlarin etkisi, ortamda zorlastirici faktorlerin olmamasi
halinde belirlenmigtir. Sadece katyonlarin mevcut oldugu ortamda, toksisite, sinerjizm
(katyon ¢iftinin, her bir katyonun tek basina olusturdugu inhibisyon etkisinden daha fazla
inhibisyon etkisi gOstermesi), antagonizm (diger katyonun toksik etkisini azaltan bir
katyonun mevcut oldufu durum), ve stimulasyon (uyarici etki) arasindaki iligki
belirlenmistir. Deneysel ¢aliymada 5 adet 8 litre kapasiteli laboratuvar Slgekli giiriitiicii
kullantlmigtir. As1 olarak ¢iiriitiilmiis kanal ¢amuru kullanilmugtir. Ciiriitiiciilerde sicakhk
35°C’de muhafaza edilmistir. Organik substrat olarak asetik asit kullanilmistir. Tim
aragtirmalar kimyasai olarak tanimlanmis ortamda gergeklestirilmigtir. Her giiriitiiclide
bikarbonatlarin sadece biri tampon madde olacak sekilde, 5 ayri tampon (Na', K*, NH,’,
Ca™* ve Mg"™" bikarbonat) 2500 mg/l CaCOs seviyesinde kullamlmistir. Tiim katyon etkileri,
slug (sok) ilave temelinde arastirilmustir. Katyon ilavesi sonrasi, substrat kullanim hizi,
katyon etkisinin belirlenmesinde kullamilmugtir. Substrat kullanim hizi Warburg cihazi

kullanilarak belirlenmistir.

Calisma sonunda;

e Anaerobik aritmada katyon etkilerinin, ¢evrede mevcut tiim katyonlarin
konsantrasyonu ve tiplerinin bir fonksiyonu oldugu,

¢ Anaerobik artmada maksimum verim elde edebilmek igin, optimum iyonik
konsantrasyonlarinin, monovalent iyonlar ig¢in 0,01M (Na’, K*, NH,") ve divalent
iyonlar igin 0,005 M (Ca™ ve Mg"™" ) oldugu,

e Optimumdan daha diigiik veya daha yiiksek iyonik konsantrasyonlarin maksimum
verimden daha diigiik verimlerin elde edilmesine neden oldugu,

e Molar bazda, Na*, K, NH,", Ca™ ve Mg ™un optimum konsantrasyonlarmin

astlmasi halinde inhibisyona neden oldugu,



o Incelenen iyonlarin herhangi birinin asir1 konsantrasyonunun neden oldugu
inhibisyonun, diger incelenen katyonlarin en azindan birinin optimum
konsantrasyonda ilavesiyle minimize edilebildigi,

« Bir inhibitor katyonun inhibitdr etkisinin en aza inmesinde, diger katyonlarin sadece
birinden ziyade birkaginin optimum konsantrasyonda ilavesi ile elde edilebicegi,

o Katyonun inhibitor konsantrasyonuna, belirli katyonlarin ilavesinin katyonun
inhibitor etkisini arttiracak sekilde sinerjistik etki olugturabilecegi,

e Cogu durumlarda, sinerjistik katyonun kendi inhibitdr seviyesinin ¢ok altindaki
konsantrasyonlarda zararl etki yaratabilecegi,

e Anaerobik aritmada maksimum verimin, temel katyonlarin miimkiin oldugu kadar
optimum degerlerine yakin degerlerde muhafaza edilmesi ile elde edilebilecegi
belirtilmistir.

Van Velsen (1979): 1500 mg/I’den daha fazla amonyak azotu konsantrasyonlarinin, ugucu
yag asitlerinden metan olusumu iizerine yaptiklann etki, iki tip metanojenik g¢amur
kullamlarak, kesikli deneylerle aragtiriimistir. Metanojenik ¢amur olarak, 815 mg/l amonyak
azotuna aklime edilmis ¢liriitiilmiis kanalizasyon ¢amuru ve 2420 mg/l amonyak azotuna
aklime edilmis giiriitiilmiis domuz giibresi kullanilmigtir. Deneyler, bes adet 1 litrelik cam
sisede, sicakligi 30+£2°C’de kontrol edilen bir odada gergeklestirilmis ve iki seri halinde
yiiriitiilmiigtiir. Ik seride, giiriitiiciiler amonyak azotu konsantrasyonu 815 mg/l olan
giirlitiilmiis kanal ¢amuruyla agilanmigtir. Ikinci seride, 2420 mg/l amonyak azotu
konsantrasyonuna aklime edilmis g¢iirlitiilmiiy domuz giibresi kullanilmugtir. Ciiriitme
iiniteleri 250 ml ag1 materyali ile agilanmigtir. 500 ml. musluk suyu eklenmesinin ardindan,
cliriitiilmiis kanal ¢amuru igeren giiriitiiciilere 730-4990 mg/l arasinda beg farklt amonyak
azotu konsantrasyonu, ¢iiriitiilmiiy domuz giibresi igeren gﬁrﬁtﬁcﬁlére 605-3075 mg/l
arasinda beg farkli amonyak azotu konsantrasyonu uygulanmigtir. Amonyak azotunu istenen
diizeye yiikseltmek igin NH4Cl kullamilmistir. Besleme ¢ozeltisi olarak asetik asit,
propiyonik asit ve biitirik asit karigimi kullanilmigtir. Daha sonra, ¢iiriitiiciiler musluk suyu
ile 1 litreye tamamlanmigtir. Her giiriitiicinlin pH degeri HCl ya da NaOH ile 7,0’ye
ayarlanmigtir. Deneylerin baslangicinda, anaerobik kosullar temin etmek amaciyla, ¢iirtitiicii
iceriklerinden azot gazi gegirilmistir. Ciiriitiilmiis kanal ¢amuru ile yapilan deneylerde,
metan olusumu 5000 mg/l kadar yiiksek bir amonyak azotu konsantrasyonunda dahi
gbzlenmemistir. Bununla birlikte, 730 — 4990 mg/l araliindaki artan amonyak azotu
konsantrasyonlarinda artan bir gecikme fazi gézlenmistir. Diger taraftan, ¢iirlitiilmiis domuz
giibresinde metan olusumu, 605-3075 mg/l amonyak azotu konsantrasyon aralifinda, hi¢
gecikme fazi olmaksizin hemen baslamigtir. Her iki tip ¢amurla yapilan deneylerde,

maksimum metan olusum hizi, artan amonyak azotu konsantrasyonlariyla, yavasga
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azalmugtir. Tiim deney periyodu boyunca toplanan gazin metan igerigi % 90-95 arasinda
kalmigtir. Deneylerin sonunda 6Slgiilen pH, kanal ¢amuru ile yapilan deneylerde 7,2 - 7,4;
giiriitiilmiis domuz giibresiyle yapilan deneylerde 7,5 - 7,6 arasinda tespit edilmistir. Sonug

olarak;

e Ciiriitiilmiis kanal ¢amurunda bulunan metan iireten organizmalar, 5000 mg/I’ye
kadar yiiksek amonyak azotu konsantrasyonlarina uyum saglayabilmistir.

 Ciiriitiilmiis kanal ¢amurunun, 1210 ile 2360 mg/l arasinda bir yerde bulunan bir
esik degerinin i{izerindeki amonyak azotu konsantrasyonlarma uyum saglamasi
strasinda dikkate deger uzunlukta bir zaman gerekmistir. Bu durumda metan
olusumunun baglamasinin ardindan, daha 6nceden 2420 mg/I’lik bir amonyak azotu
konsantrasyonuna uyum saglamis olan ¢amurunkiyle Karsilastirtlabilir bir
metabolizma hiz1 bulunmustur.

e Ciiriitilmiiy domuz giibresi, 605-3075 mg/l aralifindaki tlim amonyak azotu
konsantrasyonlarina iyi adapte olmugtur.

o Kesikli deneylerde gbzlenen maksimum gaz iiretim hizi, hem uyum saglamis hem de
saglamamig ¢amur igin, 600-3000 mg/l aralifindaki artan amonyak azotu
konsantrasyonlartyla yavagga azalmistir.

De Baere ve dig. (1984): Bu ¢aligmada, yiiksek konsantrasyonlarda NaCl ve NH,CI’iin
poliiiretan tastyiclya bagh olarak ¢ogalan metanojenlerin aktivitesi lizerine etkileri yar
siirekli reaktor sistemlerinde incelenmistir. Deneysel ¢alismada, yan siirekli beslemeli 4 adet
yukan akigh anaerobik reaktdr kullanidmistir. Tiim reaktdrler mezofilik sartlarda (30-35°C)
calistiriimugtir. Iki reaktdre tuzlar sok yiikleme ile verilmisken, diger iki reaktore NaCl ve
NH,Cl konsantrasyonlar1 kademeli olarak arttirilarak verilmistir. Reaktdrler, konvensiyonel
bir kanal ¢amuru giiriitiiciisiinden alinan ¢amur ile agilanmustir. Reaktorlere, igerigi makalede
verilmis olan 10 gr/l KOI igeren standart ortam yar siirekli olarak beslenmistir. 5 gr/] tuz
iceren standart ortama farkli konsantrasyonlarda NaCl ve NH4Cl ilave edilmistir. Gaz iiretimi
ve TOK giderim verimi giinliik olarak izlenmigtir. Periyodik olarak alinan numunelerde

mikrobiyal populasyonlardaki degisimler belirlenmistir.

Yapilan galisma sonunda;
o Baglica asetat ve etanol igeren ortamda biiyiiyen methanojenlerin NaCl ve NH,Cl’e
oldukga direngli olduklan,
o 30 gr/l NaCl ve NH,Cl konsantrasyonunun, sok yiiklemeli reaktdrlerde bir baslangi¢
inhibisyonuna neden oldugu, kademeli olarak artan tuz seviyelerine maruz kalan
reaktorlerin bu seviyelere gok iyi adapte oldugu ve tolerans seviyelerinin adapte

olmamis benzerlerine gdre daha artt1fs,
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o NaCl’e adapte olan reaktdrlerde baglangic inhibisyonunun 65 gr/l NaCl
konsantrasyonunda, %50 inhibisyonun 95 gr/l NaCl konsantrasyonunda gériildiigii,

e NH,CP’e adapte olan reaktdrlerde baglangic inhibisyonunun 30 gr/l NH,CI
konsantrasyonunda, %50 inhibisyonun 45 gr/l NH,4Cl konsantrasyonunda gériildiigii,

o NH,CI igeren reaktdrlerde optimum performans igin serbest amonyak azotunun 80-
100 mg/I’nin altindaki konsantrasyonlarda muhafaza edilmesi gerektigi,

e Reaktorlerde bakteriyal populasyonun g¢ogunlugunu (biyokiitlenin % 99’unun

iizerinde) Methanosarcina’nin olusturdugu belirlenmistir.

Koster ve Lettinga (1984): Bu arasgtirmada, tablet haline getirilmis ¢amurun metanojenik
aktivitesi iizerine 680-2601 mg/l aralifinda amonyum azotu konsantrasyonlarinin etkisi
belirlenmigtir. Kesikli deneyler, sicakhi1 30+2°C’de tutulan odaya yerlestirilmis 4 litrelik
cam gigelerde yapilmistir. Metan iiretimi, NaOH c¢ozeltisi ile yer degistirme sistemi
kullanilarak saptanmigtir. Substrat olarak, asetik, propiyonik ve biitirik asitin karigimi

kullanimigtir.

Siirekli beslemeli deney, 14+1°C’de 5,251t UASB reaktoriinde gergeklestirilmigtir. Substrat
olarak 3 kez seyreltilmis patates suyu kullamlmigtir. Organik yiikleme kademeli olarak
arttinlmig ve ¢ikis suyunda UYA 3,0-3,5 gr/l (KOI olarak) degerine ulagtiktan sonra organik
yiikleme hizi aym degerde tutulmustur. Biyogazdaki CO, giderimi NaOH ¢6zeltisinden
biyogaz gegirilerek saglanmig ve metan liretimi gazmetre ile izlenmistir. Tiim deneylerde,
seker pancari fabrika ¢ikis suyunu aritan UASB reaktSriinden alinan tablet halindeki
metanojenik ¢amur kullanilmigtir. Kesikli deneylerde amonyum azotu konsantrasyonu 680
mg/I’den 2601 mg/I’e kademeli olarak arttinimistir. Yeni substrat ilavesi, 6nceki beslemeden
iiretilmesi miimkiin metan iiretimi sonrast yapilmistir. Reaktdr muhtevasinin pH degeri 7,6-
7,95’te muhafaza edilmigtir. 2601 mg/l amonyum azotu konsantrasyonunda deney
bagladiktan yaklagik 1000 saat sonra ¢amurun metanojenik aktivitesinin diigtiigii, bundan
sonraki 800 saat boyunca gamurun aktivitesinin geriye dénmedigi goriilmiigtiir. Kesikli
deneylerde asetik asit birikmesi oldugu gozlenmigtir. Siirekli reaktériin g¢ikis suyunda
UYA’leri igindeki baskin tiiriin propiyonik asit oldugu belirlenmigtir. Amonyum azotu
konsantrasyonu ve metan iretimi arasinda, siirekli olmayan negatif egimli lineer bir
korelasyon bulunmugtur. Siirekli olmayan korelasyonun egiminin, 1600-1700 mg/l
arahigindaki amonyum azotu konsantrasyonunda keskin bir sekilde degistigi goriilmiigtiir.
UASB reaktérii kullanilan siirekli beslemeli deneyde, 900-1400 saatleri arasinda propiyonik
asit konsantrasyonunun arttig1 gozlenmis, amonyum azotu konsantrasyonu patates suyunun
seyrelftme faktorii 3’ten 4’¢ ¢ikanlarak azaltildifinda ¢ikig suyundaki UYA
konsantrasyonunda keskin bir azalma goriilmiistiir. Asetat tiiketen metanojenlerin, hidrojen

tiiketen metanojenlere gbére amonyum azotundan daha fazla etkilendigi belirtilmistir.
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Kademeli olarak arttirilan amonyum azotu konsantrasyonunda, metanojenik ¢amurun bir
gecikme fazi olugmaksizin 1700 mg/1 iizerindeki amonyum azotu konsantrasyonlarina adapte

olabilecegi belirtilmigtir.

Sprott ve Patel (1986): Bu ¢alismada, amonyagin bazi metanojenlerin gogalmas: {izerine
toksik etkisi, bir amonyak/potasyum degisim reaksiyonu ve metan iiretim fazinin inhibisyonu
dikkate almarak degerlendirilmistir. Bazi metanojenlerde amonyagin toksik etkisi
karsilagtiriimis ve modelde (Sekil A.1) agiklanan reaksiyonlarin varlig: test edilmistir. Aym
zamanda, saf kiiltiirdeki amonyak toksisitesinin diger iyonlar tarafindan giderilebilecegi
gosterilmistir. Model; amonyagin, Methanospirillum hungatei hiicreleri ile iki ayn
etkilesimini agiklamak igin 6ne stiriilmiistiir. 11k etki; bir amonyak/K" degigim reaksiyonu
aracilifiyla sitoplazmik potasyum iyonunun %98’ine kadar varabilen bir kisminin hiicre
digina akmasidir. Model (Sekil A.1) bir K'/H" antiporterinin, NH; tiirlerinin hiicre igerisine
akigt sirasinda titketilen protonlari yerine koymak igin uyarilmasim g6stermektedir. Yiiksek
pH ve yilksek amonyak konsantrasyonunda, amonyakic/K 4 oranmin 1°den biiyiik olmasi,
bu sartlar altinda protonlarin pasif olarak hiicre igine akiginda gergeklesiyor oldugunu
diisiindiirmiigtiir. Amonyagn ikinci etkisi; metanojenesise olan inhibisyon etkisidir. K™’u
titkenmis Methanospirillum hungatei hiicrelerinde metan sentezleme aktivitesi, tampona
Ca"™ ya da Mg eklenerek geri déndiiriilmiistiir. Amonyak giderimi sirasinda sitoplazmik
Mg" igerigi korundugu igin, iki degerlikli katyonlarn sitoplazmanin dis yiizeyinden aktive

edildigi sonucuna varifmigtir.

Sekil A.1. M. Hungatei hiicreleri ile amonyagin iki farkl etkilesimini g&stermek igin 6ne
sitiriilen model.

Yapilan galismada, amonyagn, sitoplazmik K* igerigi ve metan sentezi iizerine etkilerine
dayanilarak, metanojenler diregli ve duyarh olarak ikiye ayrilmigtir. Direngli gruplar, M.
arboriphilus, M. smithii ve Methanobacterium G2R, 400 mM’a kadar NH4Cl ve NaCl
konsantrasyonlarna yiiksek direng gostermiglerdir. Bu grup arasinda yer alan M

arboriphilus’iin daha hassas oldugu goriilmiistiir. Duyarli olarak siniflandirilan metanojenler,
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amonyak ile amonyak/K® degisim reaksiyonu kadar, metanojenezde de inhibisyon
sergilemislerdir. Asetiklastik organizma M. concilii, M. hungatei ve M. barkeri duyarli grup
olarak belirtilmistir. M. concilii’nin NH4CIl’e olduk¢a duyarli oldugu, 40 mM kadar az bir
NH4Cl’de metan sentezinin %100 inhibisyona ugradig1 goriilmiistiir. M. barkeri’de, 200 mM
NaCl konsantrasyonunda inhibisyon olmadigi, sadece NH,Cl’iin inhibisyona neden oldugu
belirlenmig, 30 mM {izerinde CaCl,, MgCl, ve KCl ilavesinde herhangi bir toksik etki
gbzlenmemigtir. M.bryantii yiiksek konsantrasyonlarda NH,C1’e maruz birakildiginda, metan
sentezinde anlamli bir inhibisyon ve kismi bir K* akis1 gézlenmistir. NH,CI’tin yoklugunda,
0,4 M NaCl’iin M. bryantii’de metanojenesis ya de sitoplazmik K" igerigi iizerinde etkisi
goriilmemigtir. Metal katyonlarinin etkisi, M. concilii ve M. hungatei ile de test edilmigtir.
M. concilii’ nin asetattan metan olusturma yetenegi NaCl ile artmistir. NaCl’e ters olarak,
MgCl, ya da CaCl,, 10 mM ya da daha diisiik konsantrasyonlarda, metan olugum hizlar
tizerinde higbir uyarici etki géstermemistir. Diger yandan, MgCl, (5 mM) toksisiteyi kismen
engellemis ve CaCl, (20-40 mM) metanojenezin inhibisyonunda tam bir geri déniig
saglamigtir. Bununla birlikte, yukaridaki iyonlarin higbiri M Aungatei’ nin hiicre
slispansiyonunda, NH,CI’lin metan sentezi iizerindeki toksisitesini hafifletememigtir.
Amonyaga direng gdsteren metanojenlerin, ayn1 zamanda gogalma galigmalarinda da en
direngli olduklar1 goriilmiistiir. M. arboriphilus, M. smithii ve Methanobacterium G2R’un, 3
ya da 400 mM NH,CI igeren ortamlarda esit derecede iyi ¢ogaldiklar, diger metanojenlerin
daha duyarli olduklar1 gbzlenmistir. M. hungatei ve M. barkeri 200 mM’a kadar NH,Cl
iceren ortamda iyi ¢ogalmig, daha yiiksek konsantrasyonlar gogalma zamanlarini arttirmmgtir.
M. bryantii’nin ¢ogalmasi sirasinda 100 mM kadar az NH4Cl mevcut oldugunda, ¢ogalma
hiz ve sitoplazmik K" igeriginde diigmeler gdzlenmistir. M. hungatei ve M. bryantii nin
durumunda, 300 mM NH,Cl’de sadece bir kitle halinde ikiye katlanma goriilmiigtiir. Test
edilen tiim tiirler iginde asetat kullanan metanojen, M. concilii, 120 mM NH,Cl’de eklenik
metanda %80 azalma ile amonyaga en duyarli olarak belirlenmistir. Metanojenlerin
bazilarinin, yiiksek amonyak konsantrasyonlarina direnmek igin, bir adaptasyon periyoduna
ihtiyaclart olmadig), baglangicta duyarli olan bir susun genetik degisiklikler aracihigiyla
adaptasyonu gerceklesebilecek olsa da, bir reaktdriin geri donme periyodunun, daha biiyiik
olasilikla, ¢amurda zaten mevcut olan direngli suslarin segimi igin gerekli olan ¢ogalma

periyodunu temsil ettigi belirtilmistir.

Wiegant ve Zeeman (1986): Bu ¢alismada, termofilik (55°C) metanojenlerin spesifik
¢ogalma hzi iizerine (metanojenlerin spesifik ¢ogalma hizlarnin &lgiilmesi, amonyak
inhibisyonunun dogasmnin anlagilmasi bakimindan 6nemli bilgiler saglayabilir) amonyagin
inhibisyon etkisi arastirilmistir. Tiim deneyler 55°C’de yapilmigtir. A1, isletme sicaklig

55°C olan taze inek giibresinin esas bakteri kaynag oldugu iiriitiiciilerden alinmugtir.
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Substrat olarak asetat kullanan metanojenlerin gogalma hiz1 {izerine amonyagin inhibisyon
etkisi, 320 ml serum siseleri kullanilarak saptanmigtir. Serum siselerine 2,0 gr/l asetat ile
makalede igerigi verilen gogalma ortam1 ve bir seri (100 ve 500 mg/] artiglarla 500 ile 4500
mg-N/l) NH,Cl konsantrasyonlar1 ilave edilmigtir. 20 ml ag1, seyreltilmis inek giibresi (%2,5
UKM) ile beslenmis bir giiriitiiciiden (giiriitiicii igerigi 3000 mg-NH,"-N/I) alinmustir. Serum
siselerinden oksijen giderimi yapildiktan sonra, termostatl: su banyosuna yerlestirilen serum
siselerinde sicaklik 55°C’e ulagmis, ag1 lastik tipa boyunca serum siselerine enjekte
edilmigtir. Asilama sonrasi serum siselerinde sivi hacmi 250 ml’e ulagmigtir. Metan iiretimi,
stvi yerdegistirme yontemi kullanilarak Olglilmistir. Sivi olarak 1 M NaOH ¢ozeltisi
kullanilmigtir. Asetat, propiyonat, NH4Cl ve NaCl’iin yiiksek konsantrasyonlarinin
mevcudiyetinde asetat {izerinden ¢ofalma hizi, 5,5 litre kullanim hacimli 6 litrelik
giiriitiiciilerde olgiilmigtiir. 200 ml as1, yliksek bekleme siireli (40 giiniin iizerinde) ve esas
olarak propiyonat doniistiirme aktivitesi igermeyen giiriitiiclilerden (toplam amonyak
konsantrasyonu, 3500 mg-N/I) alinmigtir. Matan iiretimi, 0,4 M NaOH ¢ozeltisi ile
yerdegistirme sistemi ile belirlenmistir. Spesifik ¢ogalma hizi, Powell (1983)’¢ gore
hesaplanmistir. H, tiiketen metanojenlerin ¢ogalma hizi, 470 ml’lik reaktorlerde 300 ml
kullanim hacminde belirlenmistir. Belirlenen ortama 0 ile 4250 mg/l NH,"-N ilave edilmis,
reaktdre %80 H, ve %20 CO, karisim1 bir giringa vasitastyla verilmigstir. Reaktor igeriginin
pH degeri 6,7-6,9 arasinda belirlenmistir. Reaktér magnetik kangstinicr ile kangtirilmis ve
18,2 giin bekleme siiresinde 50,000 mg-KOV/1, 2310 mg/] toplam amonyak konsantrasyonu
igeren vinas ile beslenen bir giiriitiictiden alinan 10 ml ag1 kullamimugtr. Olgiimler agilama
sonrast yaklagik 16 saat sonra baglamigtir. Spesifik ¢ogalma hizi, gazdaki metan
konsantrasyonunun dogal logaritmasinin egimini Olgmek suretiyle saptanmistir. Gaz

fazindaki metan konsantrasyonlar1 gaz kromatografisi ile belirlenmistir.

Deney sonuglarina gore, asetat kullanan metanojenlerin amonyak inhibisyonuna karg1 gok
direngli olduklar1 belirlenmigtir. Bunun nedeni agmn, alindify ciiriitiiciilerdeki yliksek
toplam amonyak konsantrasyonlarina (3000 mg-N/I) adaptasyonuna baglanmugtir. Asetat
kullanan metanojenlerin spesifik ¢ogalma hizindan, bu metanojenlerin Methanosarcina
cinsine (diger asetat kullanan metanojen Methanothrix’in 55°C’de ¢ok daha diisiik spesifik
gogalma hizina sahip oldugu daha 6nceki g¢aligmalarda belirlenmistir) ait oldugu tahmin
edilmistir. Methanothrix metanojenlerin yiiksek toplam amonyak konsantrasyonlarina daha
az toleransh oldugunun (Koster ve Lettinga, 1984) belirlenmesi ve ayrica, kiiresel hiicreler
iceren Methanosarcina’nin hacim-yiizey oraninin, gubuksu hiicreler igeren Methanothrix’ten
¢ok daha biiyiik olmasi, serbest amonyagin Methanothrix hiicresine diffiizyonunun gok daha
fazla olacag1 goz oOniinde bulundurularak, Methanosarcina’min amonyaga karsi daha fazla

direng gosterdigi tahmin edilmigtir. Bununla beraber, hidrojen kullanan metanojenlerin
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¢ogalma hizlarinin, toplam amonyak konsantrasyonundan siddetle etkilendigi belirtilmigtir.
Yiiksek amonyak konsantrasyonlarinda hidrojen kullanan metanojenlerin inhibe olmasi ile
hidrojen birikiminin, propiyonat birikimine yol agacagi, propiyonat birikiminin de asetat
kullanan metanojenlerin inhibitdrii olarak gbrev alacag: ileri siiriilmiigtiir. Yiiksek amonyak
seviyelerinde, H,/CO,’den metanojenesisin inhibisyonunun aslinda sadece propiyonat
doniigiimiinii inhibe etmeyecegi, ayn1 zamanda asetat kullanan metanojenin fazla propiyonat
tiretimine dogru iiriin olusumunda, bir degisime de neden olacagi belirtilmistir. H, kullanan
metanojenlerin inhibisyonu ile biriken propiyonatin, ciiriitiiciilerde asetat birikiminde Snemli
bir rol oynayabilecei, asetat birikiminin de asetat kullanan metanojenlerde, substrat

inhibisyon seviyesi lizerinde bir inhibitor etkiyi tetikleyebilecegi belirtilmigtir.

Jarrell ve Saulnier (1987): Amonyum kloriir, sodyum biitirat, sodyum propiyonat ve agir
metallerden nikel, ¢inko ve bakirin, pH 6,5’te, Methanospirillum hungatei, Methanosarcina
barkeri, Methanobacterium thermoautotrophicum ve Methanobacterium formicicum saf
kiiltiirlerinde, metanojenesis {izerine etkisi aragtirilmigtir. Kullanilan tiim metanojenlerin
CO,:H, (1:4, hacim/hacim) altinda, 1 litrelik basiglh sigelerde kiiltiirii yapilmistir. Inhibisyon
calimalarinda, toplam hacmi 38 ml olan serum sigeleri kullanilmigtir. Biyogaz
kompozisyonu, 2,5 saatlik periyotta her 30 dakikada bir serum siselerinden alinan gaz

Srneklerinin analizi ile izlenmistir.

Caligma sonunda,

Ugucu yag asitleri biitirat ve propiyonat, sodyum tuzlar1 olarak eklendiklerinde, yiiksek
konsantrasyonlara erigilene kadar, test edilen higbir metanojene toksik etki yapmadiklan
belirlenmistir. Methanosarcina barkeri, Methanobacterium thermoautotrophicum ve
Methanobacterium formicicumun biitirat ve propiyonata Msp. Hungatei’den daha direngli
olduklari, 60 gr/l iizerindeki konsantrasyonlarda ugucu yag asitlerinin metanojenesiste %50
inhibisyona neden oldugu goriilmiistiir. pH 6,5’te test edilen kiiltiirlerin, 3 gr/I’nin gok
iizerindeki amonyak azotu konsantrasyonlarina dayandiklar goriilmiigtiir. Methanojenesisin
%50 inhibisyonu igin 19,8 gr/l amonyak azotu konsantrasyonu ile Methanobacterium
thermoautotrophicum’un  amonyak toksisitesine en direngli, 4,2 gr/l amonyak azotu
konsantrasyonu ile Msp. Hungatei 'nin en duyarli oldugu belirlenmistir. Tiim metanojenlerin,
hem bakira (1-5 mg/l), hem de ginkoya (1-10 mg/l) ¢ok duyarli olduklar1 fakat nikele ¢ok
direngli olduklar goriilmiistiir. Ozellikle Methanobacterium formicicum'un nikele gok
direngli oldugu, metanojenesisi %50 inhibe etmek igin 15 gr/l lizerinde nikel gerektigi tesbit
edilmistir. Diger metanojenlerin, 0,25-1,2 gr/l arasinda nikele duyarli olduklar1 goriilmiigtiir.
Kanal ¢camurunda inkiibe edilen Msp. hungatei nin inihibisyonunu saglamak i¢in, tamponla

kargilagtirildiginda, 30-270 kat daha yiiksek ¢inko ve bakir konsantrasyonlan gerektigi
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belirlenmigtir. Bu durum, gamurun agir metal toksisitesine karst giiglii koruyucu bir ¢evre

sagladiginin géstergesi olarak yorumlanmgtir.

Bhattacharya ve Parkin (1989): Asectat ve propiyonat ile zenginlestirilmis anaerobik
kiiltiirler iizerine amonyagin sok ve siirekli ilavesinin etkisi kemostatlar (1,5 litre: kiiltiir
ihtiva eden 2,0 litrelik cam siseler) kullanilarak incelenmistir. Deneylerde, asetat ve
propiyonata aligtinlmug kiiltiirler kullanilmigtir. Kemostatlar anaerobik ortamda her bir stok
kiiltiiriinden agtlanmig ve 40, 25, 15 giinliikk gamur yaginda muhafaza edilmistir. Sistemlere
niitrient ¢6zeltisi ve asetat/propiyonat (250 mg/l.giin) pompa ile beslenmigtir. Siilfat
indirgeyen bakterileri elimine etmek igin siilfat ilave edilmemistir. Sistem kararli hale
geldikten sonra NH,CI, bir kerelik dozlamada dogrudan kemostatlarn igine, siirekli
dozlamada herbir besleme sigesine ilave edilmistir. Deney siiresi boyunca NH3-N, UYA,
ugucu katilar ve pH Slgiimleri yapilmistir. Kemostatlarda pH 6,9-7,1 arasinda degismistir.
Sok ilavelerde, 15 giinliik ¢amur yasinda 8000 mg/I’e kadar toplam amonyak azotu tolere
edilmis, 40 ve 25 giinliikk ¢amur yaginda sadece en fazla 7000 mg/l toplam amonyak azotu
tolere edilebilmigtir. Siirekli ilavelerde, 40 giinliik gamur yaginda 5000 mg/l TAN’a kadar
herhangi bir etki goriilmemis, fakat 15 giinliik camur yaginda sadece 2000 mg/l TAN’u
tolere edilebilmistir. Amonyagin siirekli beslendigi sistemler, 40 giinliik ¢gamur yaginda 5gr/l
TAN’dan az etkilenmis oysa 6gr/l TAN sistemin bitmesine neden olmustur. Iyonize olmamig
amonyak azotu konsatrasyonlar, TAN ve pH olgiimlerinden hesaplanmigtir. Siirekli
beslenen asetatla zenginlestirilmig kiiltiirlerde, 40 giinlikk ¢amur yasinda maksimum tolere
edilebilir NH; N konsantrasyonu 5511 mg/l iken, 15 giinlik ¢amur yasinda 22+4 mg/l
olarak belirlenmigtir. Fakat yine asetatla zenginlestirilmis kiiltiirlerde amonyagin sok
ilavesinde 25 giinliik gamur yaginda maksimum tolere edilebilir NH3.N konsantrasyonu 32+6
mg/l iken, 15 giinliik gamur yaginda 19+4 mg/1 olarak belirlenmistir.

Calisma sonuglarindan,

e Asetat kullanan metanojenlerin, amonyak tarafindan propiyonat kullanan
metanojenlere gore daha fazla etkilendigi

e Amonyagm siirekli beslendigi sistemlerde, yitksek ¢amur yasina sahip sitemlerin
diisiik ¢amur yagina sahip sistemlere gore daha yiiksek konsantrasyonlardaki
amonyag tolere edebildikleri

e Yiiksek konsantrasyonlarda amonyagin sisteme bir kerede verilmesi halinde
bakteriyal aktivitenin derhal durdugu

« Amonyak konsatrasyonundaki ¢ok kiigiik bir artigin bile sistemin etkisiz halden
tamamen ¢okme durumuna gelmesine neden olabildigi

o Deneysel sartlar altinda, maksimum tolere edilebilir iyonize olmamis amonyak

konsantrasyonun 55411 mg/1 olarak tesbit edildigi
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o .Iyonize olmamis amonyagin toksik seviyesinin ¢amur yasmmn kuvvetli bir

fonksiyonu oldugu belirlenmistir.

Blomgren ve dig. (1990): Bu c¢alismada, yiiksek amonyum konsantrasyonlarinda asetat:
metana doniistiiren mikrobiyal mekanizmalarin belirlenmesi amaglanmistir. Asetat kullanan
metanojenleri izole etmek igin, zenginlestirme hem kesikli hem de siirekli sistemlerde
gerceklestirilmigtir. Her iki sistemde kullamlan agi, laboratuvar olgekli mezofilik ¢amur
giiriitiiciistinden alinmustir. Ciiriitiicii, glinliik olarak domuz giibresi ile beslenmis, 5,5-6,0 gr-
NH,"-N/I ve pH 7,5’ta galistiilmigtir. Siirekli kiiltiir, 1 litrelik serum sigelerine azot gazi
altinda 7,0 gr-NH,"-N/1 saglayacak miktarda NH,Cl, 400 ml mineral ortam, 100 ml ¢amur ve
5mM sodyum asetat ilavesi ile 37°C’de pH 8,0°de, kesikli kiiltiilerde zeginlestirmeler ise,
500 ml’lik serum siselerine 50 ml gamur, 350 ml mineral ortam, 7,0 gr-NH,"-N/I saglayacak
miktarda NH,Cl ve 50 mM sodyum asetat ilavesi ile 37°C’de pH 8,0°de gergeklestirilmistir.
Kontrol amagl serum sisesine NH,'-N’u ilave edilmemistir. Metan olugturan bakteri
popiilasyonlari, 9 ay gibi uzun bir inkiibasyon periyodu sonrasi gelistirilmigtir. Amonyum
Kloriir ilave edilmemis kesikli kiiltiirlerde Methanosarcina baskin tiir olurken, kesikli ve
stirekli Kkiiltiirlerin her ikisinde de 7,0 gr-NH,"-N/I’de mezofilik metanojenlerden sadece
asetat: stikiometrik olarak CH, ve CO;’e doniistiiren ne Methanosarcina ne de Methanotrix
gOriilmiigtiir. Amonyak iceren ve igermeyen kesikli ve siirekli kiiltiirlerde asetatin tamami
stikiometrik olarak metana doniigmesine ragmen, ¢aliyma sonunda H,/CO,’den metan
olusturma kabiliyetine sahip hidrojen kullanan metanojen olan diizensiz florasan kok ve iki
farkli gubuk bulunmustur. Kiiltiirde yiiksek amonyum konsantrasyonunda hidrojenotrofik
metanojen ve asetojenin mevcudiyeti, bir ara tiir olan hidrojen transferinin asetat ayrigmasi
ile ilgili olabilecegi belirtilmistir. Bu tahmin, asetatin metan ve karbondioksite iki
mekanizma yolu ile doniistiifli g6z Oniinde bulundurularak yapilmigtir; Asetiklastik
mekanizma, asetat {izerindeki metil grubunu CHg’a doniistiiriir, karboksil grubu CO,
olusumuna yol agar. Methanosarcina ve Methanotrix ¢ogalma igin enerji gereksinimini bu
reaksiyondan saglar. Ikinci mekanizma iki adimlidir. [lk adimda asetat, H, ve CO,’e okside
olur, ikinci adimda CO,, H; yolu ile CHy’a indirgenir. Bu bilgiler gergevesinde muhtemelen,
yiiksek amonyum azotu konsantrasyonlarinda asetatn, hidrojenotrofik metanojen ve asetat:
okside eden bakteri arasinda bir sintrofik (birlikte) iligkinin var olmasim gerektiren iki adiml
mekanizma yolu ile metana donistiiriilebildigi belirtilmistir. Yiiksek amonyum
seviyelerinde, organik maddenin metana doniismesi igin gerekli adaptasyon siiresinin

uzamasinin nedeni, asetat kullanan metanojenlerin degisimine baglanmigtir.

Heinrichs ve dig. (1990): Amonyagin, asetat, propiyonat, asetat-propiyonat karigimi ve
laktatin mezofilik iiriitiilmesi {izerine etkisi, serum sigelerinin kullanildig1 kesikli deneylerle

aragtirilmigtir. Deneysel ¢alismada, 160 ml’lik serum sigeleri kullanilmigtir. Gaz hacmi ve
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bilesimi, COK, UYA, UKM, TAN, pH degerleri saptanmistir. As1 ¢amuru, 0.5 kg-
KOI/m*giin yiikleme ile sodyum asetat, glukoz ve kazein ile yar1 siirekli beslenen anaerobik
reaktdrden alinmigtir. Camur siipernatantinin toplam amonyak konsantrasyonu, 2,080 mg-N/I
olarak belirlenmisgtir.

5 seri serum sigesi 35°C” de inkiibe edilmistir. 1. seri: 1000 mg/] asetik asit (AA), 2. seri: 970
mg/1 propiyonik asit (PA), 3. seri: propiyonik asit ve asetik asit’in %50 karigtm1 (760 mg/1
AA ve 560 mg/l PA), 4. seri: 3. seri’ye Na;SO, olarak 500 mg-S/1 ilavesi, 5. seri: 1310 mg/l
laktik asit ve Na,SO; olarak 500 mg-S/l igerecek sekilde hazirlanmigtir. Her seriye TAN
konsantrasyonu 900; 1,300; 2,700; 5,700; 10,500; 12,700 ve 15,250 mg-N/1 olacak miktarda
NH,Cl eklemesi yapilmigtir. Serbest amonyak azotu, SAN = TAN / [1+ 10®%*P9 ]
formiiliinden hesaplanmigtir. pKa = sicaklifa bagli amonyum iyonu disosiasyon sabiti. 1.2.
ve 3. serilerde pH 7,7’den 7,4°e, 4. ve 5. serilerde pH 7,7°den 7,5’e degismistir. Goreceli

maksimum biyogaz veya metan iiretimi, A= v /V esitligi kullanilarak belirlenmigtir.

Burada,

A= géreceli maksimum gaz ya da metan {iretimi

v = toksik madde igeren reaktdrden elde edilen maksimum gaz (metan) {iretimi

V = kontrol reaktériinden (toksik madde eklenmemis) elde edilen maksimum gaz (metan)
liretimi

Goreceli gaz iiretimi A’nin, toksik madde konsantrasyonu T ile iligkisi Ek B’de agiklandigi
sekilde modellenmistir. Bu galigmada sonuglar, serbest amonyak azotunun tek tek organik
substratlarin giderimi, COK’ un giderimi ve maksimum biyogaz ve metan iiretiminde %50

azalma egikleri lizerindeki etkileri seklinde verilmigtir.

Calismanin sonunda;

e Serbest amonyak azotunun, aklime edilmis karigik Kkiiltiirlerdeki asetat kullanan
mikroorganizmalari, propiyonat kuilanan bakteriler ya da diger trofik gruplara gére
daha fazla etkiledigi,

» Propiyonat kullanan mikroorganizmalarin, hem toplam hem de serbest amonyak
azotundan daha az etkilendigi,

o Serbest amonyak azotunun, COK giderimi ve metan/biogaz olugumu {izerine
etkilerinin siilfat iceren siselerde daha az siddette oldugu, siilfatin varliinda, siilfat
indirgeyen bakterilerin, SAN’nun toksisite egik degerlerini yiikselttigi, fakat
SAN’nun tetikleme 6zelliklerini degistirmedigi,

 Inhibisyon verilerini gaz iiretimine dayanarak yorumlamada kullanilan modelin
biyogaz uygulamasinda yetersiz oldugu, fakat metan iiretimini karakterize etmekte

uygun oldugu,
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. Serbest amonyak azotunun, anaerobik kiiltiirlerde diger sik goriilen toksik maddelere

gore ¢ok daha yiiksek diizeylerde inhibitdr oldugu belirlenmigtir

Poggi-Varaldo ve dig. (1991): Aklime edilmemis anaerobik mezofilik kiiltiirler iizerine
amonyagn inhibisyon etkisi kesikli deney diizenegi kullanilarak aragtirilmistir. Amonyagin
inhibisyon etkisi, iyonize olmamis amonyak azotunun asetat kullanan metanojenlerin
maksimum spesifik biiylime hiz1 ve spesifik asetat kullanim hiz1 kinetik parametrelerinin
iizerindeki etkisine ve gecikme siiresi {izerine etkisine bagli olarak agiklanmugtir. Deneyler,
100 ml’lik cam siringalarda yiiriitiilmiigtlir. Siringalara, 12 ml atiksu aritma tesisindeki
yiiksek hizli ciiriitiictiden alinan anaerobik ¢amur 48 ml stok ¢6zelti (sodyum asetat,
KH,PO,, K HPO;, NaHCO;, CuCO;, MgChL.6H,0) ile kanstirilarak doldurulmus, bu
karigima iz element ¢dzeltisi ve degisik miktarlarda NH,Cl ilave edilerek deiyonize su ile 60
mi’e tamamlanmigtir. Siringalar 35°C°de su banyosunda inkilbe edilmiglerdir. Deney
sirasinda, giinliik gaz Gretimi ve gaz igerigi, pH, COK, AKM, UAKM, NH;-N, UYA
degerleri saptanmigtir. Siringalardaki iyonize olmamig amonyak azotu konsantrasyonu,
toplam amonyak azotu konsantrasyonundan ve her siringanin ortalama pH degerinden SAN
= TAN / (1+ 10 ®2 - Py denklemi kullanilarak ve 35°C’de amonyagmn iyonizasyon sabiti
pKa’nin 8.35%¢ esit oldugu kabul edilerek hesaplanmistir. Gaz iiretimi ve spesifik asetat
kullanim hizindan hesaplanan asetoklastik metanojenlerin g¢ogalma hizi, SAN (serbest
amonyak azotu) tarafindan 3 asamada inhibe oldugu gozlenmistir, maksimum spesifik
¢ogalma hizinin %50 azalmasina neden olan baglangi¢ inhibisyonu 0 ile 113 mg/l SAN
aralifinda meydana gelmis, bunu 540 mg/l SAN konsantrasyonuna kadar uzanan bir plato ve
541-700 mg/l SAN konsantrasyonuna kadar orjinal maksimum spesifik ¢ogalma hizinin
yaklastk %10’una kadar baska bir diisiis izlemistir.

Deney sonuglarina, Luong modeli ve un-kompetetiv inhibisyon modeli uygulanmistir.
Inhibisyon egrisi en iyi, iki un-kompetetiv inhibisyon modeli benzeri denklemden ve bir
platodan olusan 3 asamali bir model (Ek D) kullanilarak modellenmigtir. Luong modeli,
verilere un-kompetetiv inhibisyon modelinden daha iyi uymamigtir. SAN tarafindan agamali
inhibisyon egrisinin goriilmesi, karigik Kkiiltirde birden fazla SAN inhibisyon
mekanizmasinin etkili oldunugunun bir gostergesi olarak kabul edilmigtir. SAN’nun gecikme
siiresi iizerine etkisininde 3 agamali bir egri gosterdigi saptanmustir. Bu ¢alismada 3 agama;
bir artig evresi, bunu takip eden bir plato ve sonra iyonize olmamis amonyak
konsantrasyonundaki artisla birlikte gecikme siiresinde hizh bir artig olan 3. evre olarak
belirlenmistir. SAN konsantrasyonunun artmas: ile baglangigta, asetat konsantrasyonunda

artis gozlenmigtir. Bu artigin biyolojik temeli ve kaynag1 saptanamamustir.

Angelidaki ve Ahring (1993): Bu calismada, laboratuvar oOlgekli reaktdrlere siirekli

beslenen sigir giibresinin anaerobik termofilik giiriitiilmesi sirasinda amonyaga adaptasyon
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kabiliyeti ve farkli amonyak konsantrasyonlan ilavesinin etkileri incelenmigtir. Amonyak
tarafindan inhibe olmus ve olmamig reaktdriin spesifik metanojenik aktivitesi (SMA) rapor
edilmigtir. Ayrica kesikli deneylerle termofilik asetiklastik ve hidrojenotrofik metanojenlerin
lizerinde degisik amonyak konsantrasyonlarinin etkisi aragtirilmistir. Siirekli beslemeli
reaktrlerde substrat olarak sigir giibresi kullanilmigtir. S1gir giibresi, 1,5 gr-N/1 ve 2,5 gr-N/1

amonyak konsantrasyonu igeren iki kesikli deney diizeneginden temin edilmistir.

Siirekli deneyler, 3,0 litre galijma hacimli 4,5 litrelik laboratuvar Slgekli reaktorlerde
gergeklestirilmigtir. Reaktorler 55°C’de 15 giin HRT’de galistnlmustir. Deneyler iki seri
halinde yiiriitiilmiigtiir. ilk seride 4,0 ve 6,0 gr-N/l amonyagn etkisi 1,5 gr-N/I amonyak
iceren kontrol reaktSriiniin performansi ile kargilagtirlmigtir. ikinci seride, 6.0 gr-N/1
amonyak konsantrasyonunun etkisi, kademeli olarak arttiriimig amonyak konsantrasyonunun
etkisi ile karsilagtirilmigtir. Azot konsantrasyonu kademeli olarak 30 giin araliklarla 2,5; 3,0;
4,0 ve 5,0 grN/I’ e arttinlmugtir. Bu deneyde elde edilen sonuglar, 2,5 gr-N/l amonyak igeren
kontrol reaktdrleri ile karsilagtirilmigtir. Her iki deneyde de fazladan ilave edilen amonyak
azotu konsantrasyonu NH,Cl’den kargilanmustir. Kontrol reaktdrleri ve 6.0 gr-N/l1 amonyak
iceren reaktorlerin SMA degerleri karsilagtirilmigtir. Testler 58 ml hacimli serum sigelerinde
yapilmistir. Deney sirasinda pH 7,9-8,0°de tutulmugtur. Substrat olarak asetat veya Hy/CO,
(80/20) kullamlmustir. Sigeler, %25 (hacim/hacim) reaktor muhtevas: ile anaerobik sartlarda
aslfanmlstlr ve 55°C’de su banyosunda inkiibe edilmistir. SMA, her gram biyokiitlenin
(ugucu katilar) baglangic metan iiretim hizi olarak belirlenmistir. Asetiklastik ve
hidrojenotrofik metanojenik popiilasyonlar iizerine amonyagm farkh konsantrasyoniarmin
etkisi, as1t olarak %5 (hacim/hacim) giiriitiilmiis giibre kullamlarak kesikli deneylerle
belirlenmistir. Bu deneyler pH 7,2-7,3’de yapilmistir. Substrat olarak asetat ve H,/CO,
kullanilmugtir. Asetat serisinde 0,26-13,0 gr-N/I, Hy/CO, serisinde 0,26-20,0 gr-N/l amonyak
konsantrasyonu araliginda galisilmigtir. Siirekli beslenen reakt6r deneylerinde, 4,0 gr-N/l
veya daha yitksek amonyak konsantrasyonlarinin sigir giibresinin termofilik ¢iiriitiilmesini
inhibe ettigi gorilmigtir. 6 ay ¢alisirma sonrasi, 6,0 gr-N/I’e kadar amonyak
konsantrasyonlarinda sigir giibresinin stabil olarak ¢iiriitiilmesinin ~ miimkiin olacagt
belirlenmistir. Fakat bu durumda, 2,5 gr-N/I amonyak konsantrasyonuna sahip kontrollere
gdre metan iiretiminin azaldig1 ve ugucu yag asitleri (asetat olarak) konsantrasyonlarinin 1,0
gr/I’den 3,0 gr/l’e arttips gdzlenmistir. Amonyak konsantrasyonunda tek kademeli artist
takiben olusan siirekli olmayan kuvvetli inhibisyonun, kademeli bir artiy uygulamakla
azalacag: belirlenmistir. 6,0 gr-N/l amonyak konsantrasyonu igeren reaktorlerde, asetiklastik
ve hidrojenotrofik metanojenik popiilasyonlarin aktivitesinin 6nemli miktarda azaldigy,
aktivitedeki azalmanin asetiklastik popiilasyonda (%73), hidrojenotrofik metanojenlerden

(%52) daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Asetat ve hidrojen kullanan popiilasyonlar {izerine
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amonyak toksisitesini belirlemek igin yapilan testlerde, asetiklastik metanojenlerin
hidrojenotrofik metanojenlere gre daha hassas oldugu goriilmiigtiir. 3,5 gr-N/I amonyak
konsantrasyonunda asetat kullanan metanojenlerin, 7,0 gr-N/l amonyak konsantrasyonunda

hidrojen kullanan metanojenlerin spesifik ¢ogalma hizinin yariya indigi gézlenmistir.

Angelidaki ve Ahring (1994): Sicaklifin ve amonyagin birlikte etkisi, siirekli beslemeli
reaktorler kullanilarak incelenmistir. Bes adet 4,5 litrelik 3,0 litre c¢aligma hacimli
laboratuvar 6lgekli reaktorler kullaniimigtir. Tiim reaktorler ugucu kati muhtevasi % 4,2 olan
sigir giibresi ile beslenmistir. Iki reaktor amonyak igerigi 2,5 gr-N/l olan sigir giibresi ile,
diger iki reaktdr ise, amonyak azotu konsantrasyonu NH,Cl eklenmesi ile 6,0 gr-N/l
diizeyine ayarlanmig ayn1 giibre ile beslenmistir. 5. reaktor kontrol amagh kullanmilmig ve
sadece 2,5 gr-N/l amonyak igerigi olan sigir giibresi ile beslenmigtir. Kontrol amagli reaktér
deney periyodu boyunca 55°C’de tutulmugtur. Reaktorler, test edilen amonyak
konsantrasyonlartna aligmasi igin, 55°C°de ayn1 substrat ve amonyak konsantrasyonlar: ile
yaklagik 1 y1l isletilen laboratuvar Slgekli reaktorlerden alinan ¢amur ile agilanmugtir. Deney
boyunca tiim reaktdrlere 15 giin bekleme siiresi uygulanmigtir. Tiim reaktérlerde, kararli
duruma erigildikten sonra, her setin bir reaktériinde sicaklik 55, 58, 61 ve 64°C’e arttirilmus,
digerinde 55, 51, 46 ve 40°C’e azaltilmigtir. Deney boyunca, biyogaz iiretimi ve
kompozisyonu, pH, UYA konsantrasyonlari izlenmigtir. Kontrol reaktériinde deney
sliresince biyogaz olusumu 0,3 I-CH,/gr-UKM ile sabit kalmigtir. Deney baglangicinda,
diisiik amonyak yiiklii reaktdrlerde biyogaz olusumu yaklagik 0,3 1-CHs/gr-UKM iken
yiiksek amonyak yiiklii reaktdrlerde biyogaz olusumu 0,18 I-CH,/gr-UKM olarak
belirlenmistir. Tiim reaktorlerde biyogaz kompozisyonu ayni kalmig ve hacminin yaklasik %
60-65’ini metan olugturmustur. Diigiik amonyak yiiklii reaktorlerde, sicaklik kademeli olarak
55°C’den 40°C’e diigiiriildiiginde kararli durumda reaktdr performansinda anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir. Sicakhiktaki her degisikligin ardindan biyogaz iiretimi hemen
55°C’deki reaktorle aym diizeye ulagsmistir. Deney boyunca UYA konsantrasyonlar1 ayni
diisiik diizeyde kalmigtir. Sicakhigin kademeli olarak 55°C’den 64°C’e arttirilmasi ile
biyogaz olusumunda azalma, UYA konsantrasyonunda artma gézlenmistir. Yiiksek amonyak
yiiklii reaktérlerde sicakhgin 55°C’den 51°C’e diisiiriilmesi ile biyogaz olusumunda bir artis
g6zlenmigtir. Sicaklik 51°C’den 46°C’e diisiiriildiigiinde ise 55°C’de amonyaktan inhibe
olmamis reaktSrdeki biyogaz seviyesine ulagiimistir. Sicakhigin 46°C’den 40°C’e
diigiiriilmesi ile biyogaz olusumunda yavag bir azalma gozlenmistir. Sicakligin diigmesi
ugucu yag asitlerinin ayrigmasinda pozitif etkiye neden olmus, asetat 40 mM’ den 15 mM’e
diigmiig, propiyonat baglangicta 25 mM’den 50 mM’e artmigken son olarak 10 mM’ e
diigmiigtiir. Daha yiiksek karbonlu ugucu yag asitleri sicaklik diisiisiinden etkilenmemistir.

Yiiksek amonyak konsantrasyonlu reaktorlerde sicakliin her artisi sonrasi biyogaz
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tiretiminde azalma gozlenmis, yliksek sicakliklarda uzun adaptasyon siiresi taninsada,
islemin tamamen eski haline donmesi miimkiin olmamigtir. Diigiik amonyak konsantrasyonlu
reaktdrlerde pH 7,7-8,2 arasinda degisirken, yiiksek amonyak konsantrasyonlu reaktorlerde
ise pH 7,4-7,9 arasinda degismistir. Ayrica kararli hal sicaklik ve pH degerine bagh olarak
hesaplanmig serbest amonyak konsantrasyonuna gére UYA, 0,7 gr/l serbest amonyak
azotundan daha yiiksek serbest amonyak konsantrasyonlarinda hizla artmig, biyogaz
olusumu azalmistir. Diigiik amonyak konsantrasyonu igeren reaktérlerde, 40-55°C sicaklik
araligindan biyogaz olusumu ve benzer sekildle UYA konsantrasyonlar: etkilenmemis,
biyogaz olusumunun artmasi, ¢ikis suyunda UYA konsantrasyonlarinin diigmesi ile
belirlenen daha iyi bir proses stabilitesinin saglanmasina neden olmugtur. Diigiik ve yiiksek
amonyak konsantrasyonu igeren reaktorlerin her ikisinde de sicakhigmn 55°C’den 64°C’e
¢ikarilmas: ile biyogaz olusumunda azalma gozlenmistir. Yiiksek amonyak konsantrasyonlu
reaktorlerde sicakligin 55°C’nin altina diigmesi, biyogaz olusumunda yiikselmenin yanisira,
UYA konsantrasyonlarinda bir azalma ile amonyagin neden oldugu inhibisyonun bertaraf
olmasina neden olmugtur. Diisiik ve yiiksek konsantrasyonda amonyakla yiiklii reakttrierde
sicakligmn etkisi, serbest amonyagm, amonyaktaki toksik bilesik oldugu kabul edilerek
agiklanmigtir.  Reaktorlerdeki toplam UYA  konsantrasyonu serbest amonyak
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ¢izildiginde, yliksek serbest amonyak
konsantrasyonlar1 ile, yilkksek UYA konsantrasyonlar1 arasinda iyi bir korelasyon
gOriilmiistiir. Serbest amonyagin, biyogaz olusumuna kars1 ¢izimi de benzer bir inhibisyon
diizeyi gOstermigtir. Yapilan deneylerden, 2,5 gr-N/1 amonyak yiiklerinde 55°C’nin
iizerindeki sicakliklarda ve 6,0 gr-N/I amonyak yiiklerinde 45°C’nin iizerindeki sicakliklarda

reaktor performansinin azaldigi goriilmiistiir.

Bu kosullar, daha 6nce bildirilen inhibisyon diizeylerinden daha yiiksek olan 0,6-0,8 gr-N/l
serbest amonyak konsantrasyonuna karsilik gelmektedir. Bunun nedeni, deneylerde
kullamlan agmin uzun siire aklime edilmesine ve bekleme siiresinin uzunluguna

baglanmstir.

Bu aragtirma sonunda;
o Serbest amonyak inhibisyon limitinin, ¢amur yas: ve kullanilan aginin amonyaga
ahigtirllmasina bagh oldugu,
o Proses sicakligindaki degigimin, hem bakteriyal biiyiime hizinda degismeye neden
oldugu ve hem de amonyak inhibisyonunda etkili oldugu,
e Proses sicakhigim diigiirmenin, anaerobik reaktorlerde amonyak inhibisyonunun

iistesinden gelebilmek igin iyi bir segenek olabilecegi agikga gdsterilmisgtir.

Kayhanian (1994): Calismada, anaerobik kompost reaktoriinde evsel kati atiklarm biyolojik

olarak ayrigabilen organik fraksiyonunun g¢liriitiilmesinde, amonyak konsantrasyonunun
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galisma ve inhibitér smirlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Toplam amonyak azotunun
degisik konsantrasyonlarinin plot Sl¢ekli anaerobik kompost reaktorii performansina etkisi
aragtiriimigtir. Deneyler, 2,54 m’ hacimli plot 6lgekli anaerobik kompost reaktoriinde
gergeklestirilmistir. Reaktor, termofilik (54 — 60°C) ve tam karigimli olarak dizayn edilmistir.
Caligmada kullanilan substrat, evsel kat1 atifin biyolojik olarak ayrigabilen kisminin benzeri
olacak sekilde kagit, besin atif1 ve giftlik atifinin karistirilmasindan meydana gelmistir.
Substratin C/N orani, biyolojik olarak ayrigabilen karbon ve toplam azot konsantrasyonlarina
bagli olarak hesaplanmistir. Organik substratlar, biyolojik olarak ayrigabilen ugucu katilara
(BVS) bagli bir yiikleme hizinda beslenmistir ve gr BVS/kg aktiv reaktér kiitlesi olarak ifade
edilmigtir. Degisik TAN konsantrasyonlarinda anaerobik kompost reaktorlerin performansini
belirlemek igin iki ayr1 deney yapilmistir. {lk deneyde, anaerobik kompost reaktdr, organik
yiikleme hiz1 6,5 gr BVS/kg aktif reaktor kiitlesi ve substrat C/N=25"te sabit tutularak 30, 20
ve 15 giinliik ¢amur yaslarinda gallstlnlmlgfn. Ikinci deneyde, amonyak konsantrasyonu
anaerobik kompost reaktérde amonyak konsantrasyonunun en iist limitini saptamak igin
kademeli olarak arttirilmistir. Proses performansi, gaz iiretimine ve performans indeksine

bagl olarak belirlenmisgtir.

PI=(A/B)x 100

Burada,

PI = performans indeksi

A = belirlenen bir TAN konsantrasyonunda metan {iretim hizi

B = optimum (750 mg/l) TAN konsantrasyonunda belirlenmis maksimum metan iiretim hizi

Calisma sonunda,

« 1000 mg/l veya daha yiiksek amoyak konsantrasyonlarinin, anaerobik kompost
reaktdriin perfomansini diisiirdiigii ve metan gaz iiretimini azalttigy,

o Plot &lgekli anaerobik kompost reaktérlerin, 600 ile 800 mg/l arasindaki amonyak
konsantrasyonlarinda igletildiklerinde en iyi performansi gosterdikleri,

e Yaklagtk 2500 mg/l amonyak konsantrasyonlarinda, prosesin basarisizlikla
sonuglandig1 belirlenmisgtir.

o Anaerobik kompost reaktdrlerinde amonyak inhibisyonu ile ilgili problemlere ¢ziim
getirmesi agisindan, 1- Sivi fazdaki amonyak konsantrasyonunu azaltmak igin
¢liriitiicii muhtevasim seyreltmek, 2 - Organik atiin C/N oranmi ayarlamak, 3 -

amonyak absorpsiyonu Snerilmigtir.

Borja ve dig. (1996): Bu ¢aligmada, siir giibresinin UASB (yukan akigli anaerobik gamur
yatakli) reaktorlerinde anaerobik termofilik giiriitiilmesi sirasinda amonyaga adaptasyon
kabiliyeti ve farkli amonyak konsantrasyonlarmnin ilavesinin etkileri aragtirilmistir. Amonyak

tarafindan inhibe olmus ve olmamis reaktoriin spesifik metanojenik aktivitesi (SMA ) rapor
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edilmigtir. Ayrica, kesikli deneylerle termofilik asetat kullanan ve hidrojen kullanan
metanojenler iizerinde degisik amonyak konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir. {ki kontrol
reaktSrii kullanilmistir. Kontrol reaktdrierinden birine 2 gr/l amonyak azotu konsantrasyonu
(pH 7,6 ve 7,9 gr-UYA/l), digerine 3 gr/l amonyak azotu (pH 7,8 ve 8,2 gr-UYA/)
uygulanmugtir. Deneyler 3 litre c¢alisma hacimli 4 litrelik UASB reaktorlerinde
gergeklestirilmigtir. Reaktorler 55°C°de ve 15 giinliik HRT (hidrolik bekletme siiresi) de
caligtirilmigtir. Reaktorler, kuru agirlik bazinda % 68.3’ii ugucu kat1 ve % 4.9’ toplam kat:
olan 750 ml giirtitiilmiis gamur ile agilanmugtir. Reaktdrlerde iki seri deney yapilmustir. ilk
yapilan deneyde, 5 ve 7 gr-N/l amonyak ilavesinin etkisi, 2 gr-N/I amonyak konsantrasyonu
iceren kontrol reaktdriiniin performans: ile ikinci deneyde, 7 grN/l amonyak
konsantrasyonunun etkisi, amonyagin kademeli artan konsantrasyonun etkisi ile
kargilagtirilmistir. Azot konsantrasyonu, 30 giinliik araliklarla 3, 4, 5 ve 6 gr-N/I olarak
arttinlmigtir. Bu deneylerden elde edilen sonuglar, 3 gr-N/1 amonyak igeren kontrol
reaktSriinden elde edilen sonuglar ile karsilagtirnimigtir. 7 gr-N/1 amonyak igeren reaktsrlerin
SMA degerleri kontrol reaktdrlerinin SMA degerleri ile kargilagtiriimigtir. SMA deneyleri 60
-mP’lik serum sigeleri kullanilarak yapilmigtir. Substrat olarak asetat veya 200 Pa (80/20)
H,/CO; kullamlmistir ve metan iiretimi substrat ilave edilmeyen siselerdeki metan iiretimi ile
karsilagtirilmistir. Serum siseleri, 0.5 gr-N/l amonyak iceren seyreltilmis sigir giibresini
aritan laboratuvar 6lgekli CSTR (tam karigimli reaktor) den alman giiriitiilmiis ¢amur ile
anaerobik ortamda agilanmig ve 55°C’de inkiibe edilmigtir. SMA, her gram biyokiitlenin
(ugucu katilar, UK) metan iiretim hizi olarak belirtilmistir. Asetat kullanan ve hidrojen
kullanan metanojenik popiilasyonlar iizerine amonyagin farkli konsantrasyonlarnin etkisi,
basglangigta 0.25 gr-N/1 amonyak ihtiva eden ortama %S5 (hacim/hacim) g¢iiriitiilmiis giibre
verilerek kesikli deneylerle belirlenmigtir. Bu deneylerde pH degeri, bu bakteriyal gruplar
icin optimum pH’in 7,2 oldugu diisiiniilerek ayarlanmigtir. Substrat olarak 30 mM asetat
veya 200 Pa H,/CO, (80:20) uygulanmistir. 0,3-13 gr-N/l amonyak konsantrasyonu asetat
serilerinde, 0.3-20 gr-N/I amonyak konsantrasyonu H,/CO, serilerinde uygulanmugtir.

Yapilan deneylerin sonucunda;

e 5 gr-N/l veya daha fazla amonyak azotu konsantrasyonlarinda, UASB reaktdrlerinde
sig1r giibresinin termofilik anaerobik ¢iiriimesinin inhibe oldugu,

e Sifir giibresinin kararli olarak ciiriitiilmesinin, 7 gr/I’e kadar amonyak azotu
konsantrasyonlarinda 6 aylik bir ¢aligma sonrasi miimkiin oldugu, fakat metan
olusumunun azaldig1 ve ugucu yag asitlerinin konsantrasyonunun arttigi,

« Amonyak konsantrasyonundaki tek kademeli bir artis1 takiben olusan gegici kuvvetli

inhibisyonun kademeli bir artig uygulanarak azaltilabilecegi,
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e 7 g/l amonyak azotu konsantrasyonunda inhibe olan reaktSrlerin spesifik
metanojenik  aktivitesinin, substrat olarak asetat kullanildiginda %72, H,
kullanildiginda %56 oraninda diistiigi,

o Asetat kullanan metanojenlerin, hidrojen kullanan metanojenlere gére daha hassas
oldugu, asetat kullanan metanojenlerin spesifik ¢ogalma hizinin 4 gr-N/I amonyak
konsantrasyonunda yariya inerken, hidrojen kullanan metanojenlerin spesifik

¢ogalma hizinin 7,5 gr-N/l amonyak konsantrasyonunda yartya indigi belirtilmistir.

Gallert ve Winter (1997): Bu ¢alismada, laboratuvar Slgekli reaktorlerde evsel atiklarin yag
organik fraksiyonunun fermentasyonu, mezofilik ve termofilik sartlar altinda kargtlagtirilmis,
organik azotun amonyaga doniigen konsantrasyonu ve amonyak tarafindan karbon
gideriminin inhibisyonu incelenmigtir. Evsel atiklarin yas organik fraksiyonu anaerobik
sartlarda 37°C ve 55°C’de ciiriitiilmiistii. Mezofilik ve termofilik reaktoriin gikis suyu
santriftij edilerek, kati atik partikiillerinin %801 askidaki biyokiitleden ayrilmigtir. Askidaki
bakteri ve kiiglik partikiilli ¢amur floklarim1 ihtiva eden supernatant fraksiyonunun
cogunlukla Methanosarcina sp. igerdii mikroskobik ¢aligmada belirlenmigtir. Askidaki
bakteri ve kiigiik partikiillii gamur floklarin: ihtiva eden supernatant, anaerobik fermentasyon
esnasinda metanojenik aktivite ve glukoz fermentasyonu lizerinde amonyagmn etkisini test
etmek igin as1 olarak kullanilmistir. Kesikli deneyler toplam hacmi 120 ml olan serum
siselerinde gergeklestirilmistir. Siselere 45 ml potasyum fosfat tamponu, 4,5 mM glukoz ve 5
ml as1 ve amonyak inhibisyonunu belirlemek i¢in 0-35 gr/l NH,Cl ilave edilmigtir. Metan
iiretimi ve glikoz fermentasyonu inhibisyon galismalart sonunda, pH 7,6’da 37°C’de, glikoz
fermentasyonu i¢in %50 inhibisyona neden olan amonyak azotu 3,7 gr/l (=0,28 gr-NH;-N)
ve 55°C’de 3,4 gr/l (= 0,68 gr-NH3-N) olarak belirlenmistir. Metan iiretimi igin %50
inhibisyon glikoz ayrigmasinda belirlenen degerlere yakin bulunmustur. Mezofilik reaktdrde,
%350 inhibisyon, 3,0 gr/l amonyak azotu (= 0,22 gr/l NH;-N) ve termofilik reaktérde, 3,5 gr
amonyak azotu (= 0,69 gr/l NH3-N) olarak belirlenmistir. Bu sonuglardan termofilik floranin
mezofilik floradan en az iki kere daha gok serbest amonyag: tolere edebildikleri, ayrica
termofilik floranin daha fazla proteini aynigtirabildikleri ¢ikartlmigtir. Mezofilik ve termofilik
reaktorlerde belirlenen amonyak konsantrasyonlarinin, her iki prosesin metan iiretimi ve
glikoz fermentasyonunu inhibe edemeyecek kadar diisiik fakat, protein ayrigmasim inhibe
edecek yeterlilikte olabildigi belirtilmistir. Mezofilik ve termofilik protein ayristincilarinin
serbest amonyaga kars1 farkli hassasiyet gosterdikleri, mezofilik popiilasyonlarin daha fazla

ayrigmamig proteinin sistemde kalmasina izin verdikleri belirtilmigtir.

Krylova ve dig. (1997): Bu ¢alismada, kiimes hayvanlar1 giibresinin anaerobik ¢iiriitiilmesi
sirasinda azot bilesenleri olusumundaki degisimleri saptamak, metanojenlerin mikrobiyal

kompozisyonu iizerine agir1 amonyak azotu konsantrasyonunun etkisini incelemek, tabii

202



minerallerin ilavesiyle amonyak azotu inhibisyonunun azalma veya 6nlenmesini belirlemek
ve amonyak inhibisyonunu gideren metodlart bulmak amaglanmistir. Metanojenlerin
¢ogaltilmasi, dogal kiimes hayvanlar1 giibresi ve sentetik ortam {izerinden yapilmistir.
Deneyler, serum sigelerinde degistirilmis Hungate teknigi kullanilarak yapilmigtir. Karbon
kaynadi olarak sodyum asetat ve indirgeyici olarak sodyum siilfiir, ag1 olarak fosfatla
tamponlanmig bazal ortamda gogalan mikroorganizmalar kullamlmugstir. Serum sigeleri 30-35
giin 37°C ve 55°C’de inkiibe edilmistir. Metanojenik ortamin kompozisyonu ve aktivitesi
iizerine amonyum azotunun etkisini belirlemek i¢in, kiimes hayvanlan giibresi ve sentetik
ortama agirt NH,4Cl ilavesi yapilmistir. Biyogaz ve metan {iretimi giinliik olarak izlenmis,
olusan biyogaz hacmi doygun NaCl ¢ozeltisi ile yer degistirmek suretiyle saptanmigtir. Tabii
minerallerin ilavesiyle amonyak inhibisyonunun azalma veya onlenmesini belirlemek
amaciyla yapilan deneylerde, fermentasyon ortamina, %1-20 (agirlik/hacim) toz mineral
cevheri ilave edilmistir. Kiimes hayvanlart gﬁbresinin anaerobik aritiminda farkli besinsel

gruplann sayisini belirlemek igin en muhtemel say1 teknigi (MPN) kullanilmugtur.

Yapilan ¢galigmalarin sonucunda;

e Metan ve biyogaz iiretiminin 2-10 gr/l (0,5-2,6 gr-NH,'-N/I) araliginda degisen
NH,CI konsantrasyonlarindan etkilenmedigi,

« Amonyum kloriiriin daha yiiksek konsantrasyonlarinda, 10-30 gr/l (2-8 gr-NH,"-N/I)
araliginda biyogazda %50-60 ve metanda %80-90 oraninda 6nemli miktarda azalma
oldugu,

o Amonyum kloriiriin 30 gr/l (7.8 gr-NH,"-N/l)’den daha yiiksek konsantrasyonlari
fermentasyon ortamina ilave edildiginde (6zellikle proteolitik ve metanojenik) tiim
gruplarin bakteri sayisinda Snemli bir azalma gozlendigi,

¢ Toz mineral cevherinin %10 (agirhik/hacim) ilavesi ile, 30 gr/l NH,CI
konsantrasyonlarinda metan ve biyogaz fretiminin arttifi ve aym zamanda
metanojenik ortamim kompozisyonunun degistigi,

« Siilfat indirgeyicilerin yogunlugundaki azalma ile baglantili olarak proteolitik ve
metanojenik bakteri sayisinda kismi bir iyilesme gozlendigi,

e 50 gr/l’den daha yiiksek konsantrasyonlarda NH,CI’iin metan dretim fazinm geri

doniigiimii olmayan inhibisyonunun nedeni olarak goriildiigii ve toz mineral cevherin

ilavesi ile giderilemedigi belirtilmistir.

Hansen ve dig. ( 1998): 6 gr-N/l amonyak igerigi olan domuz giibresinin, 4 farkli sicaklikta
(37- 45 — 55 ve 60 °C) anaerobik giiriitiilmesi sirasinda amonyagin inhibisyon etkisi
arastirilmustir. Ug kesikli deney yapilmugtir. ilk deneyde, domuz ve sigir giibresinin gesitli
oranlardaki karistmmin ayrigmast 58 ml’lik serum siselerinde test edilmigtir. Serum

siselerine, amonyak konsantrasyonu 3 gr-N/l olan sigir giibresi ile 55°C’de 15 giinlitk
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HRT’de galigtirilan laboratuvar olgekli reaktérden alinan as1 ilave edilmistir. Ek olarak farkli
kanigimlarda ( 100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100) taze sigir ve domuz giibresi eklenmistir.
Ikinci deneyde, domuz giibresinin 6 farkli amonyak konsantrasyonunda ( 3,1; 4,1; 5,1; 6,1;
7,1 ve 8,1 gr-N/1 ) aynistirilmast test edilmigtir. Testler, 118 ml serum sigelerinde, taze domuz
giibresi ve amonyak konsantrasyonu 6 gr-N/I olan domuz giibresi ile 55°C’de 15 giinliik
HRT’de ¢alistirilan laboratuvar &lgekli reaktdrden alinan ast ile yaptlmigtir. Amonyak
konsantrasyonu, NH,CI eklenerek kontrol edilmistir. Uglincii deneyde, domuz giibresinin
termofilik giiriitiilmesi sirasinda, H,/CO, (80:20) tarafindan metan iiretim fazi, 3 farkh
amonyak konsantrasyonunda (3,3; 4,8 ve 5,8 gr-N/l) incelenmistir. Deneyler 118 ml’lik
serum siselerinde , deney ikide belirtilen ayni 6lgekli reaktorden alinan asi ile yiiriitiilmiis,
NH,CI eklenerek amonyak konsantrasyonu arttirilmistir. Serum giseleri 55°C°de inkiibe
edilmigtir. Metan konsantrasyonu her giin bir kere Sl¢iilmiistiir.

Sicakligin domuz giibresinin g¢iiriitiilmesine etkisi, 3 litre kullanim hacimli 4 adet 4,5 litrelik
biyogaz reaktriinde test edilmigtir. Tiim reaktdrlerde domuz giibresi tek substrat olarak
kullanilmigtir. Dért reaktdr, 37, 45, 55 ve 60 °C’de c¢ahigtirllmistir. Metan iiretimi her giin,
pH, UYA ve amonyak konsatrasyonu haftada 3-4 kere ol¢iilmiistiir. Ugucu katilar, lipit,
protein ve karbonhidrat degerleri belirlenmistir. Serbest amonyak konsantrasyonu,
(NH;3)/(TNH3) = (1+ 107 /10008 272892TENL ecitlisinden hesaplanmugtir. Metan iiretim
hiz1, metanojenlerin biiyiimesi ile orantili oldugu ve hi¢ gecikme fazi olmadigi kabul
edilerek, In(petp) = p x t + In (po) (Powell, 1983) belirlenmigtir. Bu formiilde, p = Slgiilen
metan iiretimi, pp = aginin metan {iretimi, p = goreceli spesifik ¢ogalma hizi, t = gegen
siiredir. Her deneyde goreceli spesifik ¢ogalma hizlar, 1,1 gr-N/l serbest amonyak
konsantrasyonunda goreceli spesifik ¢ogalma hizi (p.g) ile baglantili olarak normalize
edilmigtir. Goreceli p’ler p, olarak (u, - W) tayin edilmistir. Amonyak konsantrasyonu,
domuz giibresinde 5,3 gr-N/l, sigir giibresinde 3,3 gr-N/1 bulunmustur. Domuz giibresinin
lipit igerigi, sigir giibresinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna ragmen her iki
giibrenin karbonhidrat ve protein igerigi birbirine yakin bulunmugtur. Toplam UYA igerigi,
domuz ve sigir giibresi igin sirasiyla asetat olarak 11060 ve 8860 mg/l, potansiyel metan
tiretimi 300 ml-CHy/gr-UKM olarak saptanmistir. Bu g¢alismada, 6 gr-N/I amonyak
konsantrasyonu igeren domuz giibresinin, 4 farkl sicaklikta ( 37, 45, 55 ve 60°C) stabil
olarak ¢iiriitiilmesinin miimkiin oldugu fakat metan iiretim potansiyellerinin (188,141, 67,
ve 22 ml-CH,/gr-UKM) kullanilan domuz giibresinin potansiyel metan iiretiminden (300 ml-
CH,/gr-UKM) anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir. pH 8,0’de 1,1 gr-N/I ya da
daha fazla serbest amonyak konsantrasyonunun kesikli kiiltirlerde inhibisyona neden
oldugu, daha yiiksek serbest amonyak konsantrasyonlarinda spesifik ¢cogalma hizlarinda

azalma oldugu goriilmiigtiir. Domuz ve sigir giibrelerinin gesitli kartsimlariyla yapilan kesikli
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deneylerde, domuz-sifir giibresi orani, yaklasik 1,1 gr-N/l serbest amonyak
konsantrasyonuna karsilik gelen 25:75 (sifir giibresi:domuz giibresi) oramindan yiiksek
oldugunda biyogaz iiretiminin inhibe oldugu g&riilmiistiir. Biyogaz prosesinin inhibisyonu ve
bu nedenle metan iiretiminde bir azalma, 4 evreli bir yol izlemistir: 1,1 gr-N/I serbest
amonyak esiinin altinda kalan konsantrasyonlarda islem inhibe olmams, bu
konsantrasyonun iizerinde, 6nce baslangi¢ inhibisyonundan olugan bir faz, sonra bir plato ve
daha sonra goreceli spesifik ¢ogalma hizinin artan serbest amonyak konsantrasyonlariyla
azaldigi bir inhibisyon evresi olusturdugu goriilmiigtiir. Asetat kullanan metonojenlerin,
yiiksek amonyak igerikli domuz giibresinin anaerobik ¢iiriitiilmesinde hiz kisitlayici oldugu

kabulii yaptlmustur.

Lay ve dig. (1998b): Kat1 icerigi yiiksek ¢amur giiriitme prosesinde, pH ve amonyum
azotunun metan {iretimi iizerine etkisi, camur kekiyle beslenmis mezofilik kesikli ¢iiriitiicii
kullanilarak aragtirilmigtir. Gompertz denkleminden elde edilen matematiksel bir model
kullanilarak ve deneysel verilere dayanilarak, farkli amonyum azotu ve pH diizeylerinde
metanojenik aktivite ve gecikme siiresi degerlendirilmistir. Ayrica, amonyak azotu ve serbest
amonyaBin metan iiretimi lizerine etkisi, amonyaga aklime edilmis ve edilmemis bakteriyal
sistemler igin kantitatif olarak belirlenmistir. Calismada kullanilan as1 gamuru, 37+1°C’de 20
giin HRT’de 10 litrelik laboratuvar giiriitiictistinden ahnmigtir. Kesikli deneyler, 120 mi’lik
serum gigelerinde yiiriitiilmistiir. Farkli pH ve amonyum azotu konsantrasyonlarina sahip
toplam 60 serum sigesi es zamanli olarak isletilmigtir. Biyogaz iretimi, 5-50 ml’lik
sirmngalar  kullanilarak saptanmistir.  Nem  igeriini %96’a ve amonyum azotu
konsantrasyonunu 100 - 6000 mg/I’e ayarlamak igin, her giiriitiiciiye ayn1 ag1 gamurundan 40
gr, uygun bir miktarda ¢amur keki ve NH4Cl eklenmistir. Serum sigeleri oksijen igermeyen
distile su ile 80 ml’e tamamlanmistir. 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 ve 9,0 pH degerlerinde ve her pH
degeri igin 100, 200, 500, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000 ve 6000 mg/l NH,-N’da
¢aligmigtir. pH ve amonyak konsantrasyonlarinin metan iiretimine etkisini degerlendirmek
i¢in ii¢ esitlik (Ek B) kullaniimustir. Kesikli deneyde eklenik metan iiretim egrisini agiklamak
i¢in bakteriyal ¢cogalma ve metabolik iiretim arasindaki iligkiye dayandirilarak gelistirilen
degistirilmis Gompertz  esitligi  kullanilmigtir.  Spesifik  bir amonyum azotu
konsantrasyonunda, pH’mn metanojenik aktivite iizerindeki etkisi modifiye edilmis Haldane
esitligi kullanilarak matematiksel olarak belirlenmigtir. Spesifik bir pH durumunda
metanojenik aktivite iizerinde amonyum ve serbest amonyagin etkilerini saptamak i¢in, Han
ve Levenspiel (1988) tarafindan bakteriyal aktivite lizerine inhibitdr konsantrasyonunun
etkisini belirlemek igin gelistirilen matematiksel model kullanilmigtir. Ciiritiictilerdeki

toplam amonyak azotunun serbest amonyak fraksiyonu, Fyyz = [1 + 100K, ~ PR —PH)
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formiiliinden hesaplanmugtir. Ky, = suyun ¢Oziiniirlilk sabiti, K, = amonyagin iyonizasyon
sabitidir. 37°C’de pKy, 13,6 ve pKy, 4,73 olarak alinmigtir.

Bu ¢aligmanin sonunda;

o lyi aklime edilmis bir sistemin metanojenik aktivitesini etkilemede amonyum azotu
konsantrasyonunun serbest amonyaktan ¢ok daha anlaml bir faktor oldugu,

e Metanojenik aktivitenin, 6,5 - 8,5 pH araliginda amonyum azotundaki artigla
azaldid1, 1670 - 3720 mg/l amonyum azotu konsantrasyonunda %10, 4090 - 5550
mg/l amonyum azotu konsantrasyonunda %50 azaldig1, 5880 - 6000 mg/l amonyum
azotu konsantrasyonunda 0’a diistiigii,

e Kesikli deneyde, gecikme fazi siiresinin amonyuma degil serbest amonyak diizeyine
bagli oldugu ve serbest amonyak konsantrasyonunun 500 mg/l’den fazla olmasi
halinde bir gok yiikleme etkisi gbzlendigi,

e Amonyum azotu konsantrasyonu 100°den 6000 mg/l’e yiikseldiginde, gamurun
maksimum metana doniisme kapasitesinin 28,0’den 0.9 ml-CH,/gr-UKM.giin’e
degistigi belirlenmistir.

Aspé ve dig. (2001): Bu galismada, tuz ve protein icerigi yiiksek balik isleme proses
atiksuyunun, 37°C’de anaerobik filtrelerde artimi sirasinda, organik madde tiiketim hizi
iizerine serbest amonyagin inhibitdr etkisini belirlemek ve en diisiik hiz adimina gore reaktor
dizaynini yapabilmek i¢in serbest amonyak tarafindan en g¢ok etkilenen anaerobik adimlan

(hidroliz veya metan iiretim fazi) saptamak amaglanmgtir.

Iki Ozdes reaktdr, farkli amonyak konsantrasyonlar1 veya farkli organik yiiklerde
metanojenik aktiviteyi degerlendirmek igin kullamlmugtir. Ag1i, deniz sedimentinden
saglanmugtir. Reaktdr sicaklig 37°C’de tutulmustur. Fitreler, bu ¢alisma 6ncesi pH 8,0°de
yaklagik 6 ay ortalama 1000 mg-TAN/l toplam amonyak azotu konsantrasyonunda
calistirilmigtr. Her iki reaktérde benzer HRT de ¢alistimlmis ve asagida belirtilen
kompozisyon araligindaki balik isleme proses atiksuyu ile beslenmigtir. KOI: 2294-4959
mg/l; TOK: 1050-2294 mg/l; Toplam Azot: 540-700 mg/l; TAN: 90-400 mg/l (NH," olarak);
SO 2% 1975-2400 mg/l; S: 2140-2770 mg/l; Fosfat: 6,7-14,2 mg/l; Sodyum Kkloriir olarak
tuzluluk: 24,700-40,700 mg/l; pH 4,5 — 5,9. Ik reaktdre, proses atik suyunda var olan
baglangig amonyak konsantrasyonundan daha yiiksek amonyak konsantrasyonlar tarafindan
olusturulacak inhibisyonu incelemek igin 864, 1296, 2557, 5478 ve 8100 mg-TAN/I
konsantrasyonlarin: saglayacak miktarda NH,Cl ilave edilmistir ve HRT, artan azot yiikleme
hizlarinn iistesinden gelebilmek igin degistirilmistir. Ikinci reaktdriin performansi, HRT nin
degistirilmesi ile elde edilen (0,46; 0,61; 1,24; 1,45 ve 2,06 gr-TOK/I) artan organik yiiklerde
saptanmugtir. Hiz sinirlayici adimi belirlemek igin metanojenik aktivite deneyleri yapilmugtir.

Balik isleme proses atiksuyu ilk 6nce hidroliz edilip daha sonra metan firetimi Oncesi
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bakteriyal popiilasyon tarafindan ugucu yag asitlerine fermente edileceginden, balik isleme
proses atiksularinin ve aym TOK igerikli ugucu yag asitlerinden meydana getirilen sentetik
substratin  olugturacafi metan dretim hizlarimn mukayesesi ve farkli amonyak
konsantrasyonlari, serbest amonyak tarafindan olusturulan inhibisyona en hassas adim
belirlemek i¢in kullamilmistir. Metanojenik aktivite deneyleri, herbiri 100 ml kullanma
hacmine sahip 10 kesikli reaktdrde yapilmistir. Aym1 TOK konsantrasyonunu igeren iki
substrat kullanilmistir; balik isleme proses atiksuyu ve UYA’leri (asetik asit, propionik asit
ve biitirik asit 4:1:1 oranindaki karigimi) ¢ozeltisi. pH 8,0-8,2’¢ ayarlanmigtir. As1, 6 aydan
daha uzun siire balik isleme proses atik suyu ile haftada iki kez beslenen 37°C’deki yari
siirekli reaktorden alinmigtir. Bu reaktorlerin herbirinde substrat a1 ile karigtirilmis ve metan
iiretimi kireg ¢ozeltisi ile yer degistirme yoluyla Slgiilmiistiir. Reaktdrler, 37°C’deki su
banyosunda muhafaza edilmis ve NH,Cl pH 8,0-8,2°de farkl1 baglangi¢ konsantrasyonlarin
olugturmak igin (41 ile 819 mg-NH3-N/l) ilave edilmigtir. Filtre reaktérlerinde serbest
amonyak inhibisyon modeli olarak Luong ve non-kompetetiv modeller kullanilmigtir (Ek B).
Luong modelinde, substrat tiiketim hizinin %50 inhibisyonuna neden olan amonyak azotu
konsantrasyonu 147 mg-NH;-N/I, non-kompetetiv modelde ise substrat tiikketim hizinin %50
inhibisyonuna neden olan amonyak azotu konsantrasyonu 325 mg-NH;-N/1 olarak
belirlenmistir. Bu belirlenen inhibisyon esik degerlerinin yiiksek olmasinin nedeni,
inhibisyon c¢aligmasi Oncesi, anaerobik filtrelerde biyokiitlenin ortalama 80 mg-NH;-N/1
amonyak konsantrasyonuna adaptasyonuna baglanmistir. Luong modeli, balik isleyen proses
atik sularinin anaerobik ¢iiriitiilmesi sirasinda amonyak inhibisyonunun maksimum verimin
%65,1°ni, non-kompetetiv model ise maksimum verimin %58,6’m inhibe edecegini
g6stermistir. Ciiriitme fazlan {izerine amonya@in etkisi, substrat olarak ugucu yag asitleri ile
balikk igleyen proses atik sularmin metanojenik aktiviteleri kargilagtirimak suretiyle
saptanmigtir. Kesikli reaktorlerdeki askida biyokiitlenin metanojenik aktivitesi {izerine
NH;3’m inhibisyon etkisini belirlemek i¢in Luong ve non-kompetetiv modeller (Ek B)
kullanilmigtir. Non-kompetetiv model, balik isleyen tesis gikis suyu i¢in 196,6 mg-NH;-N/1
amonyak azotu konsantrasyonunda metan iiretim hizinin %50 inhibisyona ugrayacagini,
ugucu yag asitleri igin ise 188,6 mg-NH3-N/l amonyak konsantrasyonunda metan iretim
hizinin %50 inhibe olacagini gstermistir. Her iki substrat i¢in benzer sonuglar elde edilmesi,

amonyak tarafindan en gok etkilenen fazin metanojenik faz oldugunu kanitlamsgtir.

Sterling ve dig. (2001): Bu ¢aliymada, amonyagn sok yiiklenmesi ile ¢iiriitiicide meydana
gelebilecek  kararsizhigi, hidrojen gazinin  izlenmesiyle kontrol  edebilmenin
uygulanabilirliligi aragtinlmistir. Ayrica, gliriitiicliye ilave edilen amonyak azotunun,
hidrojen iiretimi, metan iiretimi ve ugucu katilarin giderimi iizerine etkileri belirlenmistir.

Deneyler 35+1°C’de gergeklestirilmistir. Dokuz adet giiriitiicli, sigir giibresi ile stirekli
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gahistinilan anaerobik reaktdrden alinan ¢amur ile asilanmig, 10 giin HRT ve 0,5 kg-
UKM/m’.giin organik yiikleme hizinda gahigtinlmistir. Ciiriitiiciiler kararli hale geldikten
sonra, agir1 amonyak yiiklemeli deneyleri gerceklestirmek igin kesikli moda gegilmistir.
Ciiriitiiciilere, farkl1 amonyak azotu konsantrasyonlarim saglamak igin iire ilavesi yapilmistir.
1., 4., 9. reaktorlere kontrol reaktoril olarak sadece sifir giibresi, 2. ve 6. reaktdrlere sigir
giibresi + 600 mg-N/I, 5. ve 7. reaktorlere sigir giibresi + 1500 mg-N/1, 3. ve 8. reaktorlere
sigir giibresi + 3000 mg-N/1 igerecek miktarda iire ilave edilmigtir. Cikis suyu numuneleri,
t=0 aninda ve iire ilavesi sonras1 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinmigtir. Gaz
hacimleri giinliik Sl¢iilmiistiir. Gaz numunelerinde metan, karbondioksit ve azot bilegimi
belirlenmigtir. Hidrojen konsantrasyonlar, kalay oksit sensérlerle siirekli olarak Slgiilmiistiir.
Serbest amonyak azotu konsantrasyonlari, [NH;] = 1.13 10" x [T-NH; ]/ [H'] esitliginden
hesaplanmigtir. Bu esitlikte, [NH;] = iyonize olmamis amonyak konsantrasyonu (mg/1), [T-
NH; J=toplam amonyak konsantrasyonu (mg/l), [H'] = hidrojen iyonu konsantrasyonu
(mol/1) belirtmektedir.

Bu ¢aligma sonunda,

o Ciiriitiiclilere beslenen amonyak azotu miktarinin H, iiretimi, metan {iretimi ve ugucu
katilarin giderimi iizerinde etkili oldugu,

+ Amonyak azotu konsantrasyonundaki kiigiik artiglarin, H, ve metan iiretiminde artiga
neden oldugu, daha biiyiik artiglarin ise H, ve metan iiretiminde inhibisyona neden
oldugu,

e Toplam biyogaz iiretiminin amonyagin kiigiik artiglarindan etkilenmedigi fakat
biiyiik artiglarin biyogaz liretimini orjinal degerinin %50’si kadar diigiirdiigii,

e Ure ilavesinin, pH ve alkalinitede anlik artislara neden olurken serbest amonyak
konsantrasyonunda daha yavas artiglar olusturdugu,

e Deney siiresince serbest amonyak konsantrasyonunun, 600 mg-N/1 igeren
ciiriitiiciilerde inhibitdr seviyesinin altinda kaldigs, fakat 1500 ve 3000 mg-N/1 igeren
giiriitiiciilerde 12 saat igersinde inhibitdr seviyeye ulastigi,

e Cikig suyundaki ugucu kati madde konsantrasyonlarmm, amonyak azotu
konsantrasyonun iki biiyiik degeri (sifir giibresi+1500/3000 mgN/l) ile artig
gosterdigi, amonyak konsantrasyonu diisiik olan (sigir giibresi+600 mgN/1) ¢iiriitlicti
¢ikis suyunda ise kontrol ¢iiriitiiciisiine gére ugucu kat1 konsantrasyonunda herhangi

bir belirgin artigin gézlenmedigi belirtilmistir.

Liu ve Sung (2002): Termofilik kosullar altinda toplam amonyak azotunun, asetat kullanan
metanojenlerin aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi, pH ve aklimasyonun etkileriyle birlikte

arastmilmigtir.
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Biyokiitlenin farkli amonyak konsantrasyonlarina aklime edilmesi i¢in 2 tam karisimls
reaktor kullanilmistir. Tam karigimli reaktorler organik substrat olarak yagsiz siit tozu ile
beslenmis ve termofilik kosullarda (55£1°C ), 4,0 gr/l.giin KOI yiikleme hiz, 7 giin HRT’de
igletilmiglerdir. Tam kangimli reaktorlerde biyokiitle 400, 1200 ve 3050 mg/l TAN
konsantrasyonuna ahgtinlmugstir. Reaktorler kararli duruma ulagtiktan sonra, tam karisimli
reaktdrlerden alman aklime olmus biyokiitle kesikli toksisite deneylerinde kullanilmigtir.
Kesikli deneyler 259 ml’lik serum siselerinde yiiriitiilmiis, asetat kullanan metanojlerin
aktivitesini incelemek igin substrat olarak asetik asit kullamlmigtir. Serum siseleri 55°C’de
inkiibe edilmistir. Her deneyin baglangicinda pH ve TAN degeri saptanmus, 4-12 saatte bir
biyogaz {iretimi Sl¢lilmiigtiir. Eklenik metan iiretimi hesaplanmis ve spesifik metanojenik
aktivite saptanmistir. Degistirilmis Gompertz denklemi, kesikli deneydeki eklenik metan
tiretimi egrisini modellemek i¢in kullanilmigtir. Spesifik bir pH degerinde amonyum ya da
amonya@in metanojenler lizerine etkisi genisletilmis Monod denklemi ile agiklanmigtir.
Verilen bir TAN konsantrasyonunda, pH’in metanojenik aktivite iizerine etkisi, normalize
edilmis Michaelis pH fonksiyonu ile analiz edilmistir. Caligmanin ilk kisminda Monod
sabitlerini belirlemek igin farkli substrat (asetik asit) konsantrasyonlarinda bir seri kesikli
deney yapilmigtir. Kullanilan biyokiitle, sadece siit tozundan gelen 400 mg/l amonyak azotu
konsantrasyonu igeren tam karigimli reaktorlerden almmustir. Her kesikli deneyden, eklenik
metan {retimi kaydedilmis ve en kiigtik kareler lineer olmayan regresyonla Gompertz
denklemi kullanilarak efriye uydurulmustur. Farklt TAN konsantrasyonlarinda igletilen
reaktorlerden alinan aklime olmug biyokiitle amonyak toksisite ¢alismasinda kullamilmugtir,
Toksisite deneyleri, 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0 pH degerlerinde serum sigelerinde yiiriitiilmiis ve
pH’1 stabilize etmek igin fosfat tampon ¢ozeltisi kullaniimistir. Her pH degerinde, serum
siselerindeki amonyak konsantrasyonlari, NH,Cl eklenerek 400-10,000 mg/l TAN
konsantrasyonuna kadar ayarlanmigtir. Serum sisesi deneylerinde 400, 1200 ve 3050 mg/]
amonyak azotu konsantrasyonlarina aklime edilmis biyokiitle kullanilmigtir. Aklime edilmig
biyokiitlelerinin her biri igin, degisik pH ve TAN konsantrasyonlarinda spesifik metan
aktivitesi saptanmigtir. Belirlenen her pH degerinde amonyak inhibisyonunu incelemek igin
genisletilmis Monod esitligi kullanilmigtir. 400 mg/l TAN konsantrasyonuna aklime edilmis
biyokiitle igin egrilerin, artan TAN konsantrasyonlan ile spesifik metan aktivitesinde keskin
bir dogrusal azalma gosterirken, 1200 ve 3050 mg/l TAN konsantrasyonlarina aklime
edilmis biyokiitle i¢in egrilerin konveks bir egilim gdsterdigi belirlenmistir. Metanojenlerin
daha yiiksek TAN diizeylerine aklime olduktan sonra, TAN ve pH’daki degisikliklere daha
az duyarlt hale geldikleri saptanmgtir. pH degerinin amonyak inhibisyonundaki roliinii
ortaya koymak i¢in 400, 1200 ve 3050 mg/l TAN konsantrasyonlarina aklime edilmis
biyokiitle i¢in cesitli pH degerlerindeki spesifik metan aktivite degerleri belirlenmis, pH

etkisini modellemek igin normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu kullanilmistir. Aklime
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edildikten sonra, SMA-pH egrilerinde optimum spesifik metan aktivite degerlerinde bir
azalma olmus olsada, metanojenlerin daha genis bir pH ve TAN konsantrasyon araliginda
islev gorebilecedini ileri siirer sekilde, egrilerin diizlestigi goriilmiigtiir. Aklime olmus
biyokiitle igin kesikli deneylerde en yiiksek aktivite 7,0-7,5 arasinda dar bir pH aralifinda
gbzlenmistir.

Bu aragtirmanin sonuglarina dayanilarak;

e Yiiksek TAN konsatrasyonlarinin, asetat kullanan metanojenlerin inhibisyonuna
neden oldugu,

e Yiksek TAN konsantrasyonlarina aklime olmus biyokiitlede, inhibisyon
etkisinin azald1y,

e Metanojenler i¢in &ldiiriici TAN konsantrasyonunun yaklagik 10,000 mg/l
oldugu,

e Belirli bir TAN konsantrasyonunda, metanojenik aktivitenin pH degerleri ile
degistigi, belirlenen en yiiksek metanojenik aktivitenin 7,0-7,5 pH aralifinda
gozlendigi,

e Aklimasyonun pH tolerans araligin1 arttirdig1 ve bu durumun metanojenleri pH

degisikliklerine daha az duyarl yaptig1 belirlenmistir.

Sung ve Liu (2003): Bu ¢alismada, aklimasyon konsantrasyonlan {izerindeki amonyak
konsantrasyonlarinda sentetik atiksuyun termofilik anaereobik ¢iiriitiilmesinde, amonyagn
kronik ve akut toksisite etkisi belirlenmis ve amonyagin inhibisyon etkisi, termofilik asetat
kullanan metanojenlerin amonyaga aklimasyonu durumunda degisik pH degerlerinde
aragtrlmigtir. Deneysel galigmanin ilk setinde, metanojenlere TAN’nun kronik toksik
etkisini belirlemek amaglanmugtir. Aktif hacmi 14 litre olan iki tam karisimh reaktor,
termofilik sartlarda (55+1°C), 7giin HRT’de galistrilmistir. Reaktdrlere organik substrat
olarak ¢6ziinmils yagsiz siit tozu 4 gr/l.giin organik yiikleme hzinda beslenmigtir. TAN
konsantrasyonu ardigik olarak 5 kademede (0,4; 1,20; 3,05; 4,92 ve 5,77 gr/l TAN)
arttirllmigtir. Deneysel ¢aligmanin ikinci setinde kesikli anaerobik toksisite deneyleri, kronik
toksisite degerlerini belirlemek igin kullamimig tam karigimh reaktorden alnan aklime
olmus biyokiitle iizerine pH ve TAN’un birlikte akut toksik etkisini incelemek igin
yapilmugtir. ATA deneyleri, her aklimasyon durumu igin 4 farkli pH degerinde (6,5; 7,0; 7,5
ve 8,0) ve 0-10,0 gr/l TAN konsantrasyon araliginda yiiriitiilmiigtiir. Deneyler, reaktSrlerden
alinan 100 ml karigik stviyr ihtiva eden 250 ml’lik serum sigelerinde yapilmustir. Substrat
olarak asetik asit kullanilmigtir. Her deney baslangicinda, pH ve TAN konsantrasyonu
belirlenen degerlere ayarlanmistir. Tiim serum siseleri, 55+1°C’de inkiibe edilmigtir.
Degistirilmis Gompertz esitligi, ATA deneylerinde eklenik metan firetimini modellemek

icin kullanilmigtir. Spesifik bir pH degerinde, metanojenler {izerine amonyum veya
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amonyagin etkisi, genigletilmis Monod esitligi kullanilarak belirlenmistir. Belirlenen bir
TAN konsantrasyonunda metanojenik aktivite iizerine pH’in etkisi Michaelis pH fonksiyonu
kullanilarak analiz edilmistir. Michaelis pH fonksiyonu, %50 inhibisyondan daha fazla
inhibisyona neden olmayan pH aralifini tahmin etmek igin kullanilmistir. Tam karigimh
reaktorlerde asetat kullanan metanojenlerin TAN tarafindan kronik inhibisyonunu belirlemek
igin yapilan c¢ahigmalarda, 4,92 gr/l TAN konsantrasyonunda SMA’da kontrole gore
%39’1uk, 5,77 gr/l TAN konsantrasyonunda ise %64’liik bir azalma gériilmiistiir. Aklime
olmus metanojenik kiiltiirlerde akut toksisiteyi belirlemek igin yapilan kesikli ATA
deneylerinde, 1,5 gr/l TAN konsantrasyonundan daha diigiik konsantrasyonlarda metanojenik
aktivitede bir artig, 4,0 gr/l TAN konsantrasyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda metan
firetim fazinin inhibe oldugu belirlenmistir. ATA deneyi sonuglarina gére yapilan modelleme
sonunda, yiiksek TAN konsantrasyonlarma aligtirilmis asetat kullanan metanojenlerin, TAN
konsantrasyonundaki artigtan daha az etkilendikleri ve daha genig bir pH araligini tolere
ettikleri gozlenmistir. %100 inhibisyona neden olan TAN konsantrasyonu, aklimasyona ve
sistemin pH degerine bagli olarak 8-13 gr/] araliginda bulunmusgtur.
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EK B - LITERATURDE ANAEROBIK ARITMADA AMONYAK INHIBISYONU
iLE ILGILI CALISMALARDA KULLANILAN MODELLER

Serbest amonyak inhibisyonunun kompleks bir yap1 igermesinden dolay1r metabolik bir
model heniiz agikga tesbit edilmemistir. inhibitdr tarafindan etkilenen metabolik yolun tesbit
edilmesinin zorlugu nedeniyle, kinetik modellerin ¢ofu deneysel bir yapiya sahiptir ve

enzimatik inhibisyonu tarif eden modellere dayanir.

Bu boliimde literatiirde anaerobik aritmada amonyak inhibisyonu ile ilgili ¢aligmalarda

kullanilan modeller kronolojik olarak 6zetlenmistir.

Heinrichs ve dig. (1990): Amonyaga aligtirilmig ¢amur kullanilarak asetat, propiyonat,
asetat-propiyonat karigim: ve laktatin mezofilik ¢iiriitiilmesi lizerine amonyagin etkilerinin
aragtirildigi bu c¢aligmada, biyogaz ve metan iiretim egrilerine Pearson ve dig. (1983)
tarafindan belirlenen yari-ampirik bir model uygulanmustir.

v
Goreceli maksimum biyogaz ya da metan iiretimi A=;; olarak tanumlanmustir. A = goreceli

maksimum gaz ya da metan iiretimi (birimsiz); v = toksik madde igeren reaktérlerden elde
edilen maksimum gaz (metan) iiretimi, ml; V = Kkontrol reaktSriinde (toksik madde

igermeyen) elde edilen maksimum gaz (metan) iiretimi, ml.

Goreceli gaz iiretimi A’nin toksik madde konsantrasyonu T ile verdigi ters-S geklindeki

egriler, iki parametreli bir fonksiyon (Esitlik B.1) ile modellenmigtir.

-1

A= 1+(—T-) (B.1)

50

Burada; Ts; = maksimum gaz iretiminde %50 azalmaya neden olan toksik madde
konsantrasyonu, mg/l; a = verilen konsantrasyon degerlerinde gaz iiretim degisim hizini

tanimlayan duyarlilik katsayisidir.

Inhibisyon verilerinin gaz iiretimine dayanilarak yorumlanmasi igin Pearson ve dig. (1983)
tarafindan Onerilen bu model, metan iiretimini ¢ok iyi karakterize etmis fakat biyogaz

iiretimine uygulandiginda yetersiz kalmigtir.



Poggi-Varaldo ve dig. (1991): Aragtirmacilar, iyonize olmamigs amonyagin, mezofilik
aklime edilmemis asetat kullanan metanojenlerin maksimum spesifik ¢ogalma hizi, spesifik
asetat kullanim hiz1 kinetik parametreleri ve gecikme siiresi iizerindeki etkisini belirledikleri

deneysel galisma sonuglarni Luong (B.2) ve un-kompetetiv (B.3) modele uygulamuglardir.

14
Lwe 1 _ [;j}?f, ] Luong (B.2)
Hrax c
Himax = o _ Un- kompetetiv (B.3)
[1 . SAN}
X,
Bu modellerde;

Mimax = inhibitSr olmasi durumunda maksimum spesifik gogalma hiz1 (giin™)
Hmax= inhibitér igermemesi durumunda maksimum ¢ogalma hizi (giin™)
SAN= kritik SAN konsantrasyonu (mg/1)

¥ = Mimax @ kars1 SAN egrisinin sekli ve konkavligi ile iligkili ampirik tist
Ki= inhibisyon katsayisidir (mg/l SAN)

Modeller, SAN’nun tiim dagilim araligindaki verilere uyduruldugunda 0-700 mg/l SAN igin
denklem (B.4) ve (B.5) elde edilmistir.

0,351
Luong 0,20 [l - (%N;J } (B.4)
Un-kompetetiv % (B.5)
1+ —
216

(B.4) ve (B.5) denklemleri, egriyi 3 kisima ayirarak ¢ogalma inhibisyon egrilerine kademeli
olarak uygulanmugtir; 0-113 mg/l SAN ¢ogalmanin hizli inhibisyonu, 114-540 mg/l
SAN’nun negatif etkisi olmaksizin sabit yavas c¢ofalma platosu, 541-700 mg/l SAN

¢ogalmanin hizli inhibisyonunun son asamasi.

Asetat kullanan metanojenlerin maksimum spesifik gogalma hizi, agamali Luong inhibisyon

modeline 3 agsamada (B.6) (B.7) ve (B.8) denklemleri kullanilarak uygulanmigtir.

0,958
0-113 mg/l SAN 0,20 {1 — (-‘;AO—];[) } Luong (B.6)
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113-541 mg/l SAN 0,086 sabit plato B.7

1,621
541-700 mg/l SAN 0,20 [1 —(%];’—) } Luong (B.8)

Ayrica, asetat kullanan metanojenlerin maksimum gogalma hizi agamalt bir un-kompetetiv
benzeri inhibisyon modeline 3 agamada (C.9) (C.10) ve (C.11) denklemleri kullanilarak

uygulanmugtir.
0-113 mg/l SAN _024 un- kompeteti (B.9)
- AN ompetetiv .
1+
61,6
113-541 mg/l SAN 0,086 sabit plato (B.10)
0,24 .
541-700 mg/l SAN —_—_ un- kompetetiv (B.11)
SAN
~11,5+
35,6

Inhibisyon egrisine en iyi, iki un-kompetetiv (B.9) (B.11) ve bir platodan (B.10) olusan 3
agamali model uymustur. Luong modeli verilere un-kompetetiv modelden daha az uyum

saglamustir.

Angelidaki ve Ahring (1993): Giibre gibi kompleks organik maddelerin anaerobik olarak
aynigtinnimasinda uygulanabilecek bir matematiksel model gelistirmiglerdir. Model,
enzimatik adim: (¢6ziinmemis organik maddelerin hidrolizi) ve dort bakteriyal grubu (glikoz
fermente eden asidojenler, propiyonat: aynigtiran asetojenler, butirat1 aynstiran asetojenler ve
asetat kullanan metanojenler) igermektedir. Model, amonyak inhibisyonu iizerine
odaklanmugtir. Serbest amonyak konsantrasyonunu dogru olarak uygulamak igin pH ve
sicaklifin detayli bir tarifini de igermektedir. Modelde, asetat kullanarak metan {ireten
adimin serbest amonyak inhibisyonu, asetojenik adimlarin asetat inhibisyonu ve
baslangigtaki enzimatik hidrolitik adimin ugucu yag asit inhibisyonu da dikkate alinmugtir.
Enzimatik hidrolitik adima, bu adimn kinetiklerini en iyi tarif eden birinci derece reaksiyon

hiz1 (B.12) uygulanmigtir.
R~=k.C (B.12)

Burada; C, = substrat konsantrasyonu, k = reaksiyon hiz1, Ry= substrat kullanim hiz1

Hidrolitik reaksiyon hizinin UYA toplami (asetat, propiyonat ve biitirat) tarafindan inhibe
edildigi farzedilmistir. Non-kompetetiv inhibisyon fonksiyonu (B.13) segilmistir.
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K

k=koee—-"— (B.13)

D VFA+K,
Burada; ko = inhibe olmamig hiz, K;= inhibisyon hiz sabitidir.
Asidojenik adim igin Monod ¢ogalma kinetikleri (B.14) tahmin edilmistir.

1
H= Fraxny ™ (B.14)
1+
S

Burada; g, = temperatiire bagli maksimum g¢ogalma hizi, S = substrat konsantrasyonu,
K= monod doygunluk sabitidir.

Asetojenik (propiyonat ve biitiratt ayrigtiran) adim, asetat tarafindan non-kompetetiv
inhibisyon ile monod gogalma kinetikleri ve pH ayar1 (B.15) esitliginden tahmin edilmistir.

1 1
H= Hpayry X F(pH) (B.15)
1+ — 1+ Ac]
[4] K,

Burada; K;=inhibisyon katsayisi, [A] = propiyonat veya biitirat konsantrasyonudur.
Cogalma hiz1 iizerine pH’in etkisi normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu (B.16) ile

tarif edilmigtir.

1+2.10% =Pk
= 1+10(PH—PK;.) +10(PK1“PH)

F(pH) (B.16)

Burada; pK; ve pKy = ¢ogalma hizlarinin inhibe olmamis hizin yaklagik %50°si oldugu

durumunda en diigiik ve en yiiksek pH degerlerini gostermektedir.

Asetat kullanarak metan iireten adim, non-kompetetiv serbest amonyak inhibisyonu ile

monod ¢oZalma kinetikleri ve pH inhibisyonu (B.17) esitligi kullanilarak tahmin edilmistir.

1 1
K= Bty K. [NH ] F(pH) (B.17)
1+ 1+ 3
[Hac] K,

Cogalma hizlarinin sicakliga bagliligs;

lumax(T) = :umaxTopt - a(];pt - T) T< Topt (Bls)
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(T —7T)
ﬂmax =#maxTo o~
(T) pt (Tmax —Topt)

T>Tope (B.19)
Esitlik (B.18) ve (B.19)’da, Tua = maksimum gogalma hizi sicaklifi, Tox= gogalmanin
bittigi andaki maksimum sicaklik, & = sicaklik katsayisini gistermektedir. Model, bilyiikbag
hayvan giibresinin siirekli tam karigimli reaktorlerde giiriitiilmesi benzer sartlarina
uygulanmis, model tahminleri ile deneysel degerler arasinda g¢ok iyi uyum sagladig

goriilmiistiir.

Poggi-Varaldo ve dig. (1997): Evsel kat1 atiklarin ve atik aktif gamurun mezofilik anaerobik
glirlitiilmesi {izerine amonyak azotunun etkilerinin belirlendigi bu ¢alijmada Luong ve
Pearson modelleri, TAN veya iyonize olmamis amonyak azotunun bir fonksiyonu olarak

proses inhibisyonunu ifade etmek i¢in segilmistir.

Tepki=R, 1{%] (Luong) (B.20)

(4

Ry = Luong modelindeki maksimum yanit degeri; N = amonyak azotu konsantrasyonu, N, =

amonyak azotu kritik konsantrasyonu, a = Luong modelindeki iis degeridir.

57D

Tepki= A4,|1+ [ﬂ—J (Pearson) (B.21)
Ny

Ao = Pearson modelindeki maksimum aktivite, N = amonyak azotu konsantrasyonu, Ns, =
proses yamtmmin kontrol degerinin %50’ine ulastifn noktadaki amonyak azotu

konsantrasyonu, b = Pearson modelindeki iis degeridir.

Luong ve Pearson inhibisyon modelleri deneysel verilere uygulanmig ve her iki model de
anaerobik ¢iirlitme {izerine azot ilavesinin akut etkilerini ¢ok iyi temsil etmigtir. Bununla
beraber Luong modeli, 2800 mg/kg kritik amonyak konsantrasyonunda prosesin devam

etmedigini gbstermigtir.

Hansen ve dig. ( 1998): 6,0 gr-N/l amonyak igerigi olan domuz giibresinin 4 farkli sicaklikta
(37-45-55 ve 60°C) anaerobik giiriitiilmesi sirasinda amonyagin inhibisyon etkisinin
aragtinldig1 bu galigmada, serbest amonyak konsantrasyonunun biyogaz prosesi iizerindeki
etkisi matematiksel olarak agiklanmistir. Metan firetim hizinin metanojenlerin gogalmasi ile
orantih oldugu ve hi¢ gecikme fazi olmadig: kabul edilerek agagida belirtilen esitlik (B.22)

kullanilmugtir.
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In (P+Po) = p.t + In(Po) (B22)

Esitlik (B.22)’de; P = dlgiilen metan iiretimi, Py = asidan elde edilen metan firetimi, p =

goreceli spesifik gogalma hizi, t = gegen siireyi gstermektedir.

Matematiksel terimlerde, Ps = Xo.Y (X, = aktif ag1 miktari, Y = kullanilan substrat basina
olusan metan1 gsteren bir sabit). Py’in dogal logaritmasi, dogrusal regresyonla y-ekseni ile
kesisme noktast olarak hesaplanmistir. Py daha sonra In (P+Py)’a eklenmis ve dogrusal
regresyon uygulanmistir. Bu uygulama, P, ve dolayisiyla, p sabit olana kadar tekrarlanmigtir.
Goreceli spesifik ¢ofalma hizi, p ve her deneyde 1,1 gr-N/I’lik serbest amonyak
konsantrasyonunda goriinen spesifik ¢ogalma hizi, p.s olarak tanimlanmugtir. DiZer
kosullardaki goreceli spesifik gogalma hizlar p. ile baglantili olarak normalize edilmigtir.
Goreceli p’ler, p, (W=Wper) olarak tayin edilmistir. Deneylerde belirlenen p, degerleri
serbest amonyak konsantrasyonuna karsi ¢izildiginde, 4 evreli bir egri goriilmiigtiir; serbest
amonyak konsantrasyonu yaklagik 1,1 gr-N/l olana kadar p, sabit kalmis, ikinci evrede
serbest amonyak konsantrasyonu 1,1°den 1,2gr-N/I’e ¢ikinca p, 0,67°e diigmiis, iigiincii
evrede serbest amonyak konsantrasyonu 1,2 ile 1,3 gr-N/I arasindayken p, 0,67 azalmig
hizinda sabit kalmig ve dordiincli evrede p, artan serbest amonyak konsantrasyonuyla gok
dusiik sabit bir hizla azalmistir. Bu 4 evre matematiksel olarak agafidaki gibi ifade

edilmistir.
l.evre O<(NH;)<1,10 p.=1,0 (B.23)
1
2evre LISK(NH)<L16 p,= (B.24)
NH,
-7,6+
0,128
3.evre 1,16 <(NH;)< 1,34  p.=0,67 (B.25)
4 1,34< (NH;) = L (B.26)
.evre 1,34<(NH; Pr N, .
-12+
0,0995

Lay ve dig. (1998b): Kati icerigi yiiksek ¢amur ¢lirlitme prosesinde, pH ve amonyum
azotunun metan {iretimi {izerine etkisi, camur kekiyle beslenmis mezofilik kesikli ¢liriitiicii
kullanmilarak aragtirilmigtir. Gompertz denkleminden elde edilen matematiksel bir model
kullanilarak ve deneysel verilere dayanilarak, farkli amonyum azotu ve pH diizeylerinde
metanojenik aktivite ve gecikme faz: siiresi degerlendirilmistir. Ayrica, amonyak azotu ve
serbest amonyagin metan liretimi {lizerine etkisi, amonyaga aklime edilmis ve edilmemis

bakteriyal sistemler igin kantitatif olarak belirlenmistir. pH ve amonyak konsantrasyonlarinin
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metan. {iretimine etkisini degerlendirmek igin i¢ esitlik kullamlmistir. Kesikli deneyde
eklenik metan firetim egrisini agiklamak igin bakteriyal ¢ogalma ve metabolik iiretim
arasindaki iligkiye dayandinlarak gelistirilen degistirilmis Gompertz esitligi (B.27)

kullanimigtir.

M=P.exp {[BPE A-H+ l]} (B.27)

M = eklenik metan iiretimi (ml/grUK)

A = gecikme faz siiresi (giin)

P = metan iiretim potansiyeli (ml/grUK)

R = metan iiretim hiz1 (ml-CH4/grUK .giin)
E=exp. 1

t = zaman (giin)

Spesifik bir amonyum azotu konsantrasyonunda, pH’in metanojenik aktivite iizerindeki
etkisi modifiye edilmis Haldane esitligi (B.28) kullamlarak matematiksel olarak

belirlenmigtir.
R= K lH+ J (B.28)
]+ Ko + 2]

H
K» = maksimum spesifik metan iiretim hizi, ml-CH,/gr-UK .giin

Kon ve Ky = hiz sabitleri, M.

Spesifik bir pH durumunda metanojenik aktivite iizerinde amonyum ve serbest amonyagin
etkilerini saptamak i¢in, bakteriyal aktivite iizerinde inhibitér konsantrasyonunun etkisini
belirlemek i¢in Han ve Levenspiel (1988) tarafindan gelistirilen matematiksel model (B.29)

kullanilmigtir.
C n
R=R,|1-— B.29
(-8) -

Ro = inhibitér ilave edilmemis metan iiretim hizi, ml-CH,/gr-UK.giin

C = amonyum veya serbest amonyak konsantrasyonu, mg/l

C* = reaksiyonun devamina imkan saglamayan kritik amonyum ve serbest amonyak
konsantrasyonu, mg/l

n = sabit

Deneysel verilerin yukarida belirtilen 3 modele uygulanmasiyla,
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o lyi-aklime edilmis bir sistemin metanojenik aktivitesini etkilemede amonyum azotu
konsantrasyonunun serbest amonyaktan ¢ok daha anlaml1 bir fakt6r oldugu,

e Metanojenik aktivitenin, 6,5-8,5 pH araliginda amonyum azotundaki artisla azaldigy,

e Metanojenik aktivitenin 1670-3720 mg/l amonyum azotu konsantrasyonunda %10,
4090-5550 mg/l amonyum azotu konsantrasyonunda %50 azaldig1, 5880-6000 mg/l
amonyum azotu konsantrasyonunda 0’a diistiigii,

o Kesikli deneyde, gecikme fazi siiresinin amonyuma degil serbest amonyak diizeyine
bagli oldugu ve serbest amonyak konsantrasyonunun 500 mg/I’den fazla olmasi
halinde bir sok yiikleme etkisi g6zlendigi,

e Amonyum azotu konsantrasyonu 100’den 6000 mg/l’e yiikseldiginde, gamurun
maksimum metana doniigme kapasitesinin 28,0’den 0,9 ml-CH,/gr-UK.giin’e
degistigi belirlenmistir.

Aspé ve dig. (2001): Tuzlu ve protein igerigi yiiksek atiksularda, serbest amonyak tarafindan
organik madde tiketim hizimin inhibisyonu 37°C’de anaerobik filtreler kullanilarak
degerlendirilmigtir. Amonyak tarafindan substrat tiiketim hizinin inhibisyonuna Luong ve
non-kompetetiv modelleri ((B.30) ve (B.31)) uygulanmgtir.

C 4
Boedenen _ | =8 | (1 uong) (B.30)
HFinax K NH,
Hotcienen 1 (non-kompetetiv) (B.31)
Hoax CNH,
1+
Iy,

Bu iki modelde; pgsmenen = gOzlenen spesifik gogalma hizi, gin?, C wu, = reaktdrdeki
amonyak konsantrasyonu, mg-NH;-N/l, K, ve y = inhibisyon parametresi ve Luong

modelindeki iis, I, = non-kompetetiv model parametresidir.

Model, Luong ve non-kompetetiv model tarafindan diizeltilmis Monod fonksiyonu ile ifade
edilmigtir. Deneysel ve hesaplanan substrat titketim hiz1 arasindaki oran Esitlik (B.32) ile

belirtilmigtir.
Tsuro T Y, K, +8

Esitlik (B.32)’de,
rs = substrat tiiketim hizini, (mg-TOK/l.giin)
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I'swio = inhibisyon olmaksizin substrat tiiketim hizini, (mg-TOK/l.giin)
S, =beslenen substrat konsantrasyonunu, (mg-TOK/I)
S = ¢ikis substrat konsantrasyonunu, (mg-TOK/1)

Y, ,¢= olusum katsayisini, (mg-VSS/mg-TOK)

K; = ortalama doygunluk sabitini, (mg-TOK/I),
X = bakteri konsantrasyonunu, (mg-UKM/1.giin)

1 = Hidrolik bekletme siiresini, (giin) géstermektedir.

Luong ve non-kompetetiv model, Esitlik (B.33) ve Esitlik (B.34)’de goriildigii gibi

diizenlenmistir.
C 4
LI ot (B33)
r sw/, KNH,
L oo é (B.34)
r—'W/o 1+ NH,
INH3

Luong modeli kullamlarak hesaplanan kinetik parametreler, maksimum spesifik gogalma
hiz1 P = 0,28 giin™, ortalama doygunluk sabiti K = 568 mg-TOK/I, Luong inhibisyon
parametresi K i, = 1707 mg-NH3-N/1 ve Luong iist y = 0,283 olarak belirlenmigtir. Non-

kompetetiv modelden hesaplanan parametreler; png., = 0,26 giin”, K, = 703 mg-TOK/,
inhibisyon parametresi [ i, = 325 mg-NH;-N/] olarak belirlenmistir. Luong modelinde,

substrat tiiketim hizinin %50 inhibisyonuna neden olan amonyak azotu konsantrasyonu 147
mg-NH;-N/I, non-kompetetiv modelde ise, substrat tiiketim hizinin %50 inhibisyonuna
neden olan amonyak azotu konsantrasyonu 325 mg-NH;-N/1 olarak belirlenmigtir. Luong ve
non-kompetetiv modeller, balik iiriinlerini isleyen tesis atiksularinin anaerobik giiriitiilmesi
sirasinda olusan amonyagin sirastyla maksimum verimin %65,1 ve %58,6’n1 inhibe
edecegini gostermistir. Ciiriitme fazlar1 {izerine amonyagin etkisi substrat olarak ugucu yag
asitleri ile balik iiriinii isleyen tesis atiksularini kargilagtirmak suretiyle saptanmigtir. Non-
kompetetiv model, balik igleyen tesis gikis suyu igin 196,6 mg-NH;3-N/l konsantrasyonunda
metan iiretim hzmnin %50 inhibisyona ugrayacagini, ugucu yag asitleri i¢in ise 188,6 mg-
NH;-N/1 konsantrasyonunda metan {iretiminin %50 inhibe olacagim gostermistir. Bu
sonuglardan amonyak tarafindan en ¢ok etkilene fazin, metan iiretim faz1 oldugu

belirlenmigtir.

Liu ve Sung (2002): Aklime edilmis termofilik asetat kullanan metanojenlerin aktivitesi

iizerine TAN’un inhibisyon etkisinin aragtirildifi bu c¢aligmada eklenik metan iiretim
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egfrisine, bakteriyal gogalmayr metabolik biyogaz iretimi ile iligkilendiren degistirilmis
Gompertz esitligi (B.35) uygulanmigtir.

R e
M =P.exp { exp[-T-(/l -H+11} (B.35)
Esitlik (B.35)’de; M = eklenik metan iiretimi, A= gecikme fazi siiresi, P = metan iretim
potansiyeli, R’ = kesikli deneyde metan iiretim hizi, ¢ = exponensiyel 1 gdstermektedir.
Spesifik pH’da amonyum ya da amonyagin metanojenler iizerine etkisi genisletilmis Monod

denklemi (B.36) ile agiklanmugtir.

R =R, (1 —i) § — (B.36)
S+ Ks(l - TI;)

Denklem (B.36)’da; R(IY = pH ve substrat diizeyinde gozlemlenen metan iiretim hizi, Ry, =
maksimum metan iiretim hizi, S = substrat konsantrasyonu, K, = yari-doygunluk katsayis,
I'= &ldiiriicii amonyum/amonyak konsantrasyonu, n, m = katsayilardur.

Verilen bir TAN konsantrasyonunda pH’in metanojenik aktivite {izerine etkisi, merkezi
deger olarak 1’i vermek iizere normalize edilmis Michaelis pH fonksiyonu (B.37) ile analiz
edilmigtir.

1+10(17H-11Kh) +10(pK1—pH) (B.37)

F(pH) =Ry

Denklem (B.37)’de; F = sabit TAN konsantrasyonunda belirli bir pH’da spesifik
metanojenik aktivite, Ry = optimum pH’da metan iiretim hizi, pK; = metanojenik aktivitenin
%50 azaldig en diisiik pH degeri, pKy, = metanojenik aktivitenin %50 azaldig1 en yiiksek pH
degerini gostermektedir.

130 mg/l TAN konsantrasyonu ve pH 7,3’teki kesikli deneylerden hig amonyak inhibisyonu
olmayan kosullarda Monod sabitleri K, = 694,4 mg/l (KOI olarak) ve Ry = 1,927.4 ml
CH,/grUKM.giin saptanmugtir. Genisletilmis Monod modeli TAN inhibisyonunu, normalize
edilmis Michaelis fonksiyonu pH etkisini g¢ok iyi agiklamustir. Genisletilmis Monod
modeline en iyi uyan parametreler, amonyak inhibisyonunun un-kompetetiv ozellikler
belirttigini gostermisgtir.

Sung ve Liu (2003): Amonyagmn inhibisyon etkisinin, termofilik asetat kullanan

metanojenlerin amonyaga aklimasyonu durumunda degisik pH degerlerinde aragtirildigi bu
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¢alismada modifiye edilmis Gompertz esitligi (B.38), ATA deneylerinde eklenik metan

firetimini modellemek i¢in kullamlmigtir.

=P.exp {— exp[ B 'ﬁ LA+ IJ} (B.38)

M = inkiibasyon siiresinde t (giin) eklenik metan iiretimi (ml),
A = gecikme faz: siiresi (giin)

P = metan {retim potansiyeli (ml)

R’ = spesifik metanojenik aktivite (mI-CHy/gr-UKM.giin)

e =exp.(1)=2,71828

B = sigelerdeki toplam biyokiitle, (grUKM)

Spesifik bir pH’da, metanojenler {izerine amonyum veya amonyafin etkisi, genisletilmis
Monod esitligi (B.39) kullanilarak belirlenmigtir.

Y S
R'=R, (I - ——,—) - (B.39)
L I
s+k1-7)
I
R, = spesifik bir pH’da maksimum metan {iretim hiz1 (mI-CH4/gr-UKM.giin)
S = substrat konsantrasyonu (gr/l KOI)
K = yar1 doygunluk sabiti (gr/l KOI)
I = inhibitor konsantrasyonu (gr/l TAN)
I* = 5ldiiriicli amonyum/amonyak konsantrasyonu (gr/l TAN)

n, m = sabitler

Belirlenen bir TAN konsantrasyonunda metanojenik aktivite iizerine pH’1n etkisi Michaelis
pH fonksiyonu (B.40) ile analiz edilmistir.

0,5(pK;~pKy)
1+2>510 h- B840
1+ IO(PH pKh) +10(pK1 pH)

R =

" = kesikli deneyde belirlenen spesifik metanojenik aktivite (ml-CH,/gr-UKM.giin)
R, = belli bir TAN seviyesinde optimum pH’deki SMA (ml-CH,/gr-UKM.giin)
pK, = metanojenik aktivitenin %50 azaldig: en diisiik pH degeri
pK: = metanojenik aktivitenin %50 azaldig1 en yiiksek pH degeri
Michaelis pH fonksiyonu, %50 inhibisyondan daha fazia inhibisyona neden olmayan pH
arah@m tahmin etmek igin kullanilmistir. Anaerobik toksisite deneyi sonuglarina gore

yapilan modelleme sonunda, yliksek TAN konsantrasyonlarina aligtirilmis asetat kullanan
metanojenlerin, TAN konsantrasyonundaki artigtan daha az etkilendikleri ve daha genis bir
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pH araligini tolere ettikleri gozlenmisti. %100 inhibisyona neden olan- TAN
konsantrasyonu, aklimasyona ve sistemin pH degerine bagli olarak 8-13 gr/l aralifinda

bulunmustur.
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EK C - INHIBISYON DENEYLERiI ONCESi ARASTIRMALAR

Bu c¢aligma, inhibisyon deneyleri Oncesinde, deneylerde kullanilacak tiim sartlarin

uygulanabilir olup olmadigint aragtirmak amaciyla gergeklestirilmigtir.

Calismada kullanilan anaerobik gamur, musir iglenerek gida sektorii igin ara maddeler iireten
Cargill Orhangazi Misir Isleme Tesisindeki graniiler camurlu ve yukar: akish genlesmis

havasiz camur yatakli reaktdrden temin edilmistir.

Camurun {ist fazindan alinan numunenin karakterizasyonu sonucunda, asagidaki degerler
bulunmustur:

pH = 6,834
TAN = 90 mg/1

Baglangigta camur, substrat hari¢ seyreltme suyu ile dort defa yikanmugtir. Bu islemi takiben
12 saat igerisinde, tam karigimdan alinan numunede AKM-UAKM ve TKM-TUM parametre

degerleri belirlenmistir. Bu analizlerin sonuglari agagida verilmistir.

AKM = 47707 mg/l
UAKM = 41380 mg/l
TKM = 63053 mg/l
TUM = 54754 mg/]

Her biri farkli pH’da ¢aligtirilmak {izere 4 adet transfer reaktérii kullanilmigtir.
1. Transfer reaktoriiniin pH = 7,0

2. Transfer reaktoriiniin pH = 7,5

3. Transfer reaktoriiniin pH = 8,0

4. Transfer reaktoriiniin pH = 8,5’ta caligtiriimasi diigiiniilmiigtiir.

pH’1 7,0’ye ayarlanacak transfer reaktorii % 65 N, + % 35 CO, gaz ile, pH’1 7,5 8,0 ve
8,5’e ayarlanacak transfer reaktorleri ise N, gaz1 ile yikanmigtir. Transfer reaktorlerine, her
serum sigesinde 2000 mg/l UAKM olacak miktarda tam karigimdan alinan biyokiitle ve
seyreltme suyu anaerobik ortamda ilave edilmistir. Seyreltme suyunun igerigi ile ilgili
degerler Tablo C.1’de verilmigtir. Farkli KOI konsantrasyonlarindaki atiksulara ait iz
element ihtiyact Weiland ve Rozzi tarafindan 1991 yilinda yapilan galiymada Tablo C.2’de
goriildiigii gibi belirlenmistir. Bu ¢alisma goz dniinde bulundurularak Fe** = 0,5 mg/l, Ni** =



0,05 mg/l, Co*™ = 0,05 mg/i, Mo*" = 0,01 mg/! olacak sekilde ¢aligmada kullanilacak iz
element ¢6zeltisi igerigi Tablo C.3’deki gibi belirlenmisgtir.

Table C.1. Seyreltme suyunun kimyasal igerigi (Valcke ve Versttraete, 1983)

Kimyasal Madde Konsantrasyon mg/l
NH,C! 1000
K,HPO, 763,35
KH,PO, 2500
Nazs . XH20 100
Maya ekstresi 200

Tablo C.2. Farkli KOI konsantrasyonlardaki atiksularmn iz element ihtiyaci (Weiland ve

Rozzi,1991)
Atiksudaki KOI Konsantrasyon araligi (mg/l)
konsantrasyonu (mg/l) Fe™" NiZ¥ Co™ Mo
10,000 0,5-20 0,05-3 0,05-2 0,01 -0,05
50,000 3-100 0,3-15 0,3-10 0,05 -0,2

Tablo C.3. Caligmada kullanilan iz element ¢6zeltisi
Kimyasal Madde Konsantrasyon mg/l

FeCl,.4H,0O 1,776
NiCl.6H,O 0,2024
CoCl,.6H,O 0,2018
Na;Mo04.2H,0 0,0252

Tablo C.1 ve Tablo C.3’deki ¢ozeltilere 3090 mg/l NaHCO; ilave edilmig, Tablo C.4’de
igerigi belirtilen igme suyu ile litreye tamamlanmugtir.

Tablo C.4. igme suyunun igerigi

Ca” 51 mg/l Cr 2,9 mg/l
Mg 9 mg/l NO;  3,4mg/l
Na" 2,3 mg/l SO, 8,2mg/l
K 0,4mg/l HCOs 179 mg/l

pH’lart 7,5 ve 8,0 olarak belirlenen transfer reaktorlerinde baglangic pH degerlerinin
reaksiyon sonunda bir miktar artacag1 géz oniine alinarak pH degerleri sirasiyla 7,3 ve 7,7’¢
8 N NaOH kullanilarak ayarlanmigtir. 8,5 pH degerinde ¢alistirilacak reaktdrde inhibisyon
dolayisiyla pH degerinde diisme beklenecegi igin baslangic pH’sinda bir degisiklik
yapilmamustir. 7,0 pH degerinde ¢aligilacak reaktdrde ise kullamlan yikama gazinin (% 65
N2 + % 35 CO,) pH’y1 sabit tutacagi g6z 6nilinde bulundurularak baslangic pH’sinda bir
degisiklik yapilmamstir.
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Yukarida - belirtilen sekilde - hazirlanan transfer reaktorleri 1 gece 37+1°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibatdrden alinan transfer reaktorlerine 1000 mgKOU/l saglayacak miktarda
(%70 asetik asit + % 15 Propionik asit + %15 Biitirik asit) substrat, Tablo C.5de verilen
miktarlarda ilave edilmigtir. Substrat ilavesiyle diisen pH degeri baglangic degerine 8N
NaOH kullanilarak “ayarlanmigtir. Besleme ¢6zeltisinin serum sigelerine transferine kadar

siirede gegirmis oldugu pH degisimi Tablo C.6’da gosterilmigtir.

Tablo C.5 Stok substrat ¢ozeltisinin igerigi

Kimyasal Miktar (ml/100ml)
CH;COCH 62.5
CH;CH,COOH 10.1
CH,CH,CH,COOH 8.8

* Stok substrat ¢ozeltisinin 1 mi’si seyreltme suyunun 1 It’ine ilave edildiinde 1000 mg/l
KOI konsantrasyonu saglamaktadir.

Tablo C.6. Seyrelme ¢dzeltisinin serum siselerine transferine kadar gegen asamalarda pH

degigimi
Inkiibator dncesi pH Inkiibator sonrasi pH Transfer sirasinda pH  t=0 aninda
_pH
7,009 6,892 6,998 6,915
7,308 7,367 7,306 7,395
7,706 7,614 7,709 7,785
8,502 ‘ 8,125 8,522 8,576

pH diizeltmeleri igin kullanmilan 8N NaOH’den gelen Na* miktarmin sodyumun inhibisyon
esik degerinin (orta derece inhibisyon 3500 — 5500 mg Na'/l Rittmann ve McCarty, 2001)
altinda kaldig1 goriilmiigtiir. pH diizeltmeleri sirasinda kullamlan 8 N NaOH’den
kaynaklanan Na" konsantrasyonlar: Tablo C.7°de verilmistir.

Tablo C.7. pH diizeltmeleri sirasinda sisteme dolayli olarak eklenen Na* konsantrasyonlari

pH Na' mg/l
7,0 1570
7,3 1552
1,7 1809
8,5 2140

Peristaltik pompa vasitasiyla, seyreltme ¢ozeltisi transfer reaktSriinden anaerobik ortamda
her serum sigesine 50ml esit hacimlerde dagitilmigtir. Seyreltme ¢ozeltisi serum sigelerine
transfer edilmeden &nce, pH 7,0 igin serum siseleri % 65 N, + % 35 CO, gaz karigimi ile
diger pH degerlerinde kullamilacak serum siseleri ise N, ile yikanmugtir. Transfer sonrasi
serum sigelerinin agizlar plastik tipa ve aliiminyum kapak ile kapatilmigtir. Her pH degeri

icin 7 adet serum sigesi kullamlmigtir. Alt1 serum sigesi manometre diizenegine baglanmis,
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bir serum sigesi t = 0 anindaki baglangig degerlerini saptamak i¢in ayrilmistir. Manometre

diizenegine baglanan li¢ serum sigesi pH degisimini izlemek amaciyla, diger li¢ serum sigesi

ise biyogaz olusumunu izlemek amaciyla kullanilmigtir.

Tiim pH degerlerinde transferler saglandiktan sonra, t = 0 anindaki baglangi¢ degerlerini

saptamak igin kullanilan serum siseleri haricindeki serum sigeleri 37£1°C*deki su banyosuna

yerlestirilmig, yarim saat sonunda sicaklik farkindan dolay1 olusacak basinci bertaraf etmek

amactyla her serum gisesine igne batirilarak bu fark sifirlanmugtir.

pH degisimini izlemek amaciyla monometre diizenegine baglanan serum sigeleri 1., 2. ve 5.

giin sonunda agiimig belirlenen degerler Tablo C.8’de gésterilmisgtir.

Tablo C.8. pH’in zamana bagl olarak degigimi

t=0 t =24 saat t=48 saat t =120 saat
6,915 6,958 7,068 7,056
7,395 7,558 7,656 7,617
7,785 7,857 7,919 7,865
8,576 8,460 8,441 8,306

5. giin sonunda agilan serum sigelerinde alkalinite ve Ugucu Yag Asidi parametrelerine de
bakilmis, bulunan degerler Tablo C.9’da gosterilmistir.

Tablo C.9. Alkalinite, pH ve UYA parametrelerinin baglangi¢ ve sonug degerleri

pH Alkalinite Asetik Asit | Propiyonik | Bitirik Asit | Izo Biitirik | izo Valerik
mg/l mg/l Asit. mg/l Asit Asit
mg/l mg/l mg/l
=0 |t=120) =0 |t=120] =0 |t=120| =0 |+=120| =0 |t=120| =0 |t=120] t=0 |t=120
6,915 | 7,056 | 2800 | 3120 | 588 0 111,7 0 107,2 0 0 0 0
7,395 | 7,617 | 2800 | 3070 | 568 5,6 1094 0 107,1 0 0 0
7,785 | 7,865 | 3000 | 3400 | 578 4,1 | 111,1 0 107,5 0 0 0
8,576 | 8,306 | 3520 | 3450 | 637 | 558 | 112,9 | 40,6 | 109,0| 75 38 | 129 | 28 10,7
Biyogaz olusumunun izlendigi serum siselerinde toplam amonyak azotunun baslangig

degerleri sirastyla 265 mg/l, 265 mg/l, 263 mg/1 ve 262 mg/I’dir.

Biyogaz ‘iiretimi, her serum gisesindeki biyogaz iiretiminin bitimine kadar giinde iki kez

Olgiilmiis, zamana kars1 biyogaz iiretimi Sekil C.1°de verilmistir.
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Biyogaz olugumu

I 50 100 150 200 250
Zaman, saat

——pH7.0 ~g~pH 75 —ste~pH 8,0 —gg-pH 8.5

Sekil C.1. Zamana kargi biyogaz liretimi

Her serum sgigesindeki numuneye ait parametrelerin baglangic ve sonug degerleri Tablo
C.10’da gdsterilmigtir.
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Biyogaz olusumunun izlendigi serum sigelerinden belirli araliklarla metan yiizdesini (Y%CH,)

belirlemek amaciyla gaz alinmustir. Bulunan degerler Tablo C.11°de gdsterilmistir.

Tablo C.11. Metan, karbondioksit yiizdeleri’

47. saat 141. saat 229. saat
pH | Biyogaz, | %CH, | % CO, | Biyogaz, | %CH, | %CO, | Biyogaz, | %CH; | %CO,
ml ml ml
7,0 11,78 | 42,04 | 57,96 13,98 0,15 | 99,85 - - -
7,5 15,38 73,26 | 26,74 20,65 74,94 | 25,06 - - -
8,0 13,11 77,71 | 22,29 21,07 82,49 | 17,51 - - -
8,5 1,55 - - 5,12 86,71 | 13,29 7,72 83,55 | 16,45

" Tablodaki degerler ti¢ 6l¢limiln ortalamasim gdstermektedir.

Yapilan bu 6n ¢aligmada, hedeflenen pH degerleri 7,0; 7,5; 8,0 ve 8,5°dur. Anaerobik ortamm
saglamak i¢in, pH 7,0’de galigan tiim serum siselerinde % 65 N, + % 35 CO, gaz karigimi,
diger pH degerlerinde galisan serum sigelerinde N, gazi kullanilmigtir. % 65 N, + % 35 CO,
gaz karisiminin, hedeflenen pH 7,0 degerini sagladifi (Tablo C.8) fakat bu pH degerinde
tutulan tiim serum sigelerinde, zamana kars1 biyogaz iiretiminin ve biyogazdaki % CHy’nin
diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil C.1 ve Tablo C.11). pH 7,5 ve pH 8,0 olarak belirlenen
serum siselerindeki baglangic pH degerleri, reaksiyon sonunda pH degerinin bir miktar
artacafi g6z Oniine alinarak hedeflenen pH degerlerinin 0,2-0,3 birim altindaki degerlerde
tutulmustur. pH degeri 8,5 olarak belirlenen serum sigelerindeki baglangic pH degeri,
inhibisyondan dolay1 pH degerinde azalma olacagi tahmin edilerek degistirilmemigtir.
Baslangi¢ pH degeri 7,395 olan serum siselerindeki ¢ozeltinin biyogaz iiretimi bitiminde pH
degeri 0,2 birim artarak 7,617’ye, baslangic pH degeri 7,785 olan serum siselerindeki
¢Ozeltinin biyogaz {iretimi bitiminde pH degeri 0,1 birim artarak 7,865’e yiikselmigtir.
Baglangic pH degeri 8,576 olan serum sigelerindeki ¢ozeltinin biyogaz iiretimi bitiminde pH
degeri ise 0,2 birim azalarak 8,306’ya diigmiigtiir (Tablo C.8 - Tablo C.11).

Yapilan bu caligmadan elde edilen sonuglar gz oniinde bulundurularak, inhibisyon
deneylerinde 6,8; 7,4; 7,8 ve 8,4 pH degerlerinde ¢aligilmasina, % 65 N, + % 35 CO, gaz
karigim: yerine pH 7,0 civarinda ¢alistirilacak reaktorlerde de anaerobik ortami saglamak

i¢in N, gazi kullamilmasina karar verilmistir.
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EK F - UCUCU YAG ASITLERI BILESIMININ DEGIiSimi

Bu béliimde, Ek D’de verilen parametre tablolarinda asetik asit cinsinden degisimi verilen
ugucu yag asitlerinin, reaksiyon ortamindaki ylizdelik degisim grafikleri sunulmustur. Bu
grafiklerde bazi dikkat edilmesi gereken durumlar s6z konusudur: 6rnegin inhibisyon
olmayan deney serilerinde, deney sonundaki asetik asidin %100’lik degeri yaniltict
olmamalidir (s6zii edilen grafiklerde asetik asit konsantrasyonu 10 mg/1’nin altinda olmasina
ragmen ortamda bagka herhangi bir ugucu yag asidinin bulunmamas: dolayisiyla asetik
asit %100 olarak géziikmektedir). Sonug olarak bu ekte verilen degisim yiizdesi grafikleri,

Ek D’de verilen parametre degisiminin degigimi ile birlikte degerlendirilmelidir.
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OZGECMIS

1955 yilinda Istanbul’da dogdu. Ortaokul ve lise 6Zrenimini Istanbul Kiz Lisesi’nde,
Lisans ve Yiiksek Lisans 6grenimini 1.T.0. Kimya Metalurji Fakiiltesi, Kimya
Mithendisligi Béliimii’nde tamamladi. 1.T.U. Ingaat Fakiiltesi, Cevre Mithendisligi
Boliimii, Cevre Miihendislifi Laboratuvarinda Yiiksek Kimya Miihendisi olarak
gorev yapmaktadir. Evli ve iki kiz gocugu annesidir.
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