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MAYA ENDUSTRISI ATIKSULARI AKTiF CAMURUNDA
BIYOKUTLENIN PROTEIN ILE BELIRLENMES]

Aykan KARADEMIR

Anahtar Kelimeler : Protein, Biyokiitle, Aktif Camur, Inhibisyon, Kinetik

Ozet : Aktif gamur sistemlerinde biyokiitlenin belirlenmesi, biyokiitlenin diger ¢amur
bilegenlerinden ayirilamamast nedeniyle birgok giigliikler igermektedir. Bu konuda
yapilan pek ¢ok galigmaya ragmen, canli biyokiitlenin belirlenmesine yonelik standart
bir yontem heniiz gelitirilememigtir.

Bu caligmada maya endiistrisi atiksularinda, proteinin bir aktif biyokiitle gostergesi
olup olmayacagi incelenmigtir. Endistrinin aktif ¢amur tesisinden alinan ornekler,
kesikli, kesikli-beslemeli ve inhibisyonlu stireglerde izlenerek besin gideriminin protein
uretimi ile baglantist ortaya konulmustur. Ek olarak, bu siireglerdeki kinetikler ve
reaksiyon dereceleri incelenmigtir. Kesikli siireglerde reaksiyonun birinci dereceden
oldugu, kesikli-beslemeli siireclerin ise Monod kinetigine uyduklari belirlendi.
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DETERMINATION OF BIOMASS BY PROTEIN IN ACTIVATED SLUDGES
OF YEAST INDUSTRY

Key Words: Protein, biomass, activated sludge, inhibition, kinetics.

Abstract: Determination of biomass in activated sludge systems has many difficulties,
because distinguishing between the biomass and other sludge constituents is very
difficult. In spite of many works on it, there is no standard method for determining the
active biomass yet.

It is examined whether protein could be an indicator for active biomass in activated
sludges of yeast industry. The samples taken from the industrial activated sludge plant
were placed in an aerobic reactor and experimental studies were conducted with
batch, fed-batch and inhibitory processes. In addition, the kinetic relationships and the
reaction rates were examined. The reaction rate was found to be first degree in batch
reactors. In fed-batch reactor, Monod kinetics dominates.
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ONSOZ

Aktif gamur siireglerinde kinétik modellerin rolii, siirecin igletimi ve denetimi agisindan
giderek onem kazanmaktadir. Antma verimini yitksek bir dereceye g¢ikarmay:
amaglayan bu modeller, siirece iligkin substrat ve oksijen titketim hizlar: ile biyokiitle
ve diger son diriinlerin Gretim hizlari gibi kinetik degerlere dayanmaktadirlar. Bu
modellerin olusturulmasinda kargilagilan  giigliklerden bir tanesi, aktif gamur
yumaginin karmagtk matrisi iginde, canlt olan ve organik maddeleri kullanarak aritma

islemini gergeklestiren biyokitle miktarinin belirlenmesidir.

Biyokiitlenin belirlenmesi igin simdiye kadar birgok yontem gelistirilmistir. Bunlardan
bazilari, mikroskop altinda canli hiicre sayma tekniklerine dayanirken, bazilan da,
belirli kararli miktarlarda tiim canlt hiicrelerde bulundugu diigiinilen bir indikatoriin
olgiilerek, bu degerin biyokiitle cinsinden ifade edilmesini amaglamaktadir.
Yontemlerden bir kismi, degisik atiksularda, birbirinden farkli derecelerde basarili
sonuglar vermis ise de, tiim atiksularda kullanilabilecek, basit, hassas ve tekrarlanabilir

standart bir yontem heniiz yoktur.

Bu ¢alisma, maya endiistrisi atiksularinda proteinin bir aktif biyokiitle parametresi olup
olmayacagim ortaya ¢ikarmak amactyla, PAK-BIOMER Arastirma Merkezi’nde
gergeklestirilmigtir. Bunun yaninda, kesikli, yar-sirekli ve engellemeli siireglerde

gesitli hiz ve tiriin degerlerinin nasil bir egilim izledikleri de gozlenmistir.

Caligmanin, biyolojik atiksu aritma tesislerinin daha verimli bir gekilde g¢aligtinimasi

icin gosterilen gabalara mitevazi bir katki olmasin dilerim.
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TESEKKUR

Makale, tez ve benzeri bilimsel yayinlarda ¢ogu kez okunmadan iizerinden atlandigina
tanik oldugum tesekkiir boliimleri, kanimca, bir aligkanhk, bir nezaket ya da bir
zorunluluktan gok 6te anlamlar ifade ederler. Bu boliimler, alimanin hangi kosullar
altinda gergeklestiginin yanisira, gahiymamn sahibinin, baghgin altinda ismi/isimleri
yazili olanlardan ziyade, karsilikli anlayts ve dayanigma bilinci iginde bir arada galisan
bir ekip oldugunu; ve galismanin da bu bakimdan, bireysel bir zeka ve yetenek
gosterisi degil, bu bilingten dogah kollektif bir iiriin sayilmas: gerektigini disavururlar.
Eger gelecek, su anda yasadifimizdan daha giizel olacaksa, bunda, bilimsel
ilerlemelerin yaninda, bu sayfalarda dolagmakta olan bu biraradalik ruhunun da pay1

olacagini diigiiniiyorum. Bu baglamda;

beni bu ¢aligma i¢in tegvik eden, bﬁ olanag: saglayan ve hi¢bir zaman da yardimlarini

esirgemeyen danigman hocam Sayin Prof. Dr. Savag AYBERK e (KO.U)),

bana, gerek tezimin konusunu, gerekse bu konuda galiyma yapma olanagi saglayan,
engin bilgileri ve yaptiklan elestirilerle deneylerin tasarlanigindan sonuglarin yorumuna
kadar tim g¢aligmalarimi yonlendiren, bu tezin olusmasindaki temel rollerini asla
unutamayacagim; ve bunlarin otesinde, kendilerinden gok sey 6grendigim ve birlikte
¢aliymaktan buyik bir mutluluk duydugum, teze ve bana yaptiklant katkilar
birbirinden ayiramayacagim igin ayr dyrl tegekkiir etmeye cesaret edemedigim degerli
hocalarim Dog. Dr. Sems YONSEL (PAK-BIOMER), Dog. Dr. Levent DAGASAN
(PAK-BIOMER) ve Dog. Dr. Yilmaz ARHAN’a;

sicak ve yardimsever davraniglariyla yeni gittigim yerlerde yasadigim o katlanilmaz
acemilik ve gekingenlik duygusunu bir an 6nce tizerimden atmama biiyiik katkilari

olan PAK-BIOMER Biyokimya Laboratuvari’nin degerli ¢alisanlari Refika Abla,

Dinger Abi, ve laboratuvar sorumlusu Rezzan Hanim’a,



laboratuvar galigmalari sirasinda karsilagtiim sorunlarla igtenlikle ilgilenen ve bu

caligmalarim sirasindaki deneyim eksikligimi gidermekte gaba gosteren Sadun Bey’e,
protein Slgiimlerinde giragt oldugum yardimsever dostum Mustafa’ya,

OTR ve CPR olgumleri igin, prosesi aksatma pahasina ikide bir bilgisayarlarma el
koyan ve tistelik, reaktoriin her sorununda aninda yanlarinda bitiveren beni biiyiik bir
giileryiiz ve yardimseverlikle kargilayan bagta Ozgiir (Turan Sancar) Abi olmak iizere

Ekrem, Fikri ve Sefa Abilere,

ve yaptigim tiim olgim ve degerlendirmelerde yardim ve katkilart olan, iyiligi ve

diiriistliga kelimelerle tarifsiz degerli arkadagim Uzman Nevim GENC’e (KO.U.),.

ve Orneklerin alinmasindan 6lgiim  sonuglarinin  degerlendirilmesine kadar bu
¢aligmanin her agamasinda bulunan ve gergeklesmesinde en az benim kadar payi olan,
bitmez tilkenmez sorunlarimla biiyitk bir sabir ve igtenlikle ilgilenen, Cevre
Labofatuvarmm “benden sorumlu” gorevlisi, ve tiim bunlarin 6tesinde, bu vesileyle
kendisiyle tanigmaktan biiyik bir mutluluk duydugum, anlatilamaz derecede iyi ve asil
insan, degerli dostum Faik CALISKAN a,

ve bir de, tiim bu galigmalarim sirasinda varligiyla bana gii¢ veren, ozellikle de yogun
caligmalarimin ardindan sicactk bir “merhaba”sina neredeyse hava gibi, su gibi ihtiyag

duydugum Terlan’a

kelimenin dolu dolu anlamiyla sonsuz tegekkiirlerimi sunarim.
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BOLUM 1. GIiRIS

Biyolojik artma sistemleri, yizyildan fazla bir siredir Avrupa ve Amerika’da son
birkag on yillik siirede de tilkemizde evsel ve endistriyel karakterli pek gok atiksuyun
aritiminda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Atiklarin dogadaki bakteriler tarafindan
pargalanma siireglerinin, daha yoZun bir bakteri ortaminda kontrollii bir gekilde
gergeklestirilmesine dayanan biyolojik aritma sistemleri, basitlii ve verimliligi ile
aritma alaninda en ¢ok tercih edilen sitemler olma ozelliklerini daha uzun bir sire

siirdiirecege benzemektedirler.

Ulkemizde ve diinyada giderek artan gevre duyarliligi ve bunun beraberinde gikarilan
sik1 gevre yasalar, biyolojik aritma sureglerini kullanan sistemlerde, siirecin kontrolii
ve verimliligin artinimasi konularinin 6ne ¢ikmasina yol agmig, bu durum da gelisen
biyoteknolojik yaklagimlarin gerek artma tesislerinin tasarimi, gerekse isletim ve
kontroliine dahil olmasin1 getirmigtir. Bununla baglantili olarak ortaya ¢ikan kinetik
modeller, bilimsel bakis agisint biraraya getirerek aritma tesislerinin daha verimli bir

bigimde galigmasina yonelik 1glevler gormiislerdir.

En yaygin biyolojik aritma stirect olan aktif gamur sistemlerinde giderek artan bir
oranda kullanilmaya baslayan kinetik model yaklagimlan, canli ve aktif bir biyokiitle
miktarini olabildigince uzun bir siire antma siirecinde tutarak, hem atik giderim
verimini artirmayi, hem de bu islemlerden g¢ikan atik gamur miktanni azaltmayi
hedeflemektedirler. Bu konudaki ilerlemeler gelisip yayginlagtikca hem ekonomik,

hem de gevresel agidan son derece degerli kazanimlar elde edilmis olacaktir.



BOLUM 2..AKTiF CAMUR SURECI
2.1. Genel

Kati, sivi ve gaz atiklanin giderilmesinde ve gevre kirlenmesinin 6nlenmesinde
biyolbjik yontemler dnemli bir yer tutar. Biyoprosesler her tiirlii canli (bakteri, maya,
kiif, yosun, protozoa, bitki ve hayvan hicreleri, dokular ve -organlar) tarafindan
yaptlan doniisiimleri kapsar. Dogada mevcut organizmalar, organik bilesiklerin
pargalanmast ve sentezine katkida bulunarak karbon, azot, kiikiirt, oksijen ve fosfat
dongiilerinde o6nemli rol oynarlar. Dogal sartlarda kontrolsiiz olarak olusan bu
dontsiimler, doganin dengesini saglarlar. Dogada mevcut olan bu organizmalar
kullanarak reaktorlerde kontrollii sartlar altinda, atik maddeleri dogada mevcut
bilesenlere (CO2, H20, O2, N2, POs4, SO4) dontstirmek cevre mithendislerinin
gorevidir (Kargi, 1995).

Cevre mithendisliginde kullanilan biyolojik iglemler iginde en yaygint aktif ¢amur
sirecidir. Aktif camur siireci, kolay isletilebilmesi, esnek olmasi ve sok etkilere
dayanikliligt gibi birgok avantaja sahip olmasi bakimindan yaklagtk 100 yildan beri

diinyanin her tarafinda en ¢ok tercih edilen ve kullanilan biyolojik islemdir.

Aktif gamur siireci, gogu organik atigi daha kararli inorganik formlara veya hiicre
biyokiitlesine gevirebilme ¢zelligine sahiptir. Bu siiregte, birinci g¢oktiirmeden sonra
geriye kalan g¢oziinebilir ve koloidal organik maddelerin bityiik bir kismi farkh
tirlerdeki mikroorganizmalarca karbondioksit ve ‘suya metabolize edilir. Aym
zamanda bir boliimii de hiicre kitlesine doniigiir ve bu kisim gravite ile ¢oktiiriilerek
atiksudan aymnlabilir. Sistem, temel olarak oksijen saglanan bir biyolojik reaktor
(havalandirma tanki), bir kati-sivt aymrict (son ¢oktiirme) ve gamur geri doniisii

pompalarindan olugur.

Aktif gamur, gogunlugu bakteriler, protozoa, rotiferler ve kiiflerden olusan heterojen

bir mikrobiyal kiltiirdar. Ancak organik maddelerin gogunu 6ziimseyen grup



bakterilerdir. Protozoa ve rotiferler, tesisin g¢ikig suyuna kangabilecek dagimk

bakterilerin giderilmesinde 6nemlidirier.

Substratin bakteri hiicresi tarafindan kullanimt ¢ asamalt bir siireg olarak
tanimlanabilir: (1) substrat molekiilii hiicre duvart ile temas eder, (2) substrat molekiilii
hiicreye transfer edilir, ve (3) substrat molektliiniin hiicre tarafindan biyolojik
oksidasyon yoluyla metabolize edilmesi gergeklesir. Ancak, bakteriler substrati
¢Oziinmiig bir formda gereksindikleri igin, koloidal, ya da uygun formda bulunmayan
molekiiller hiicreye kolaylikla taginamazlar; ilk 6nce hiicre ylizeyine adsorbe edilirler,
sonra da egzoenzimler veya duvara-bagli enzimlerce tagmabilir fraksiyonlara

dénistirilirler.

Biyolojik oksidasyon igin gereken oksijen, g¢ogunlukla havalandirma tankina
yerlestirilen difizorlerle ya da mekanik yiizey havalandiricilar ile saglansa da, bu amag
icin saf oksijenin kullanildig1 drnekler de vardir. 11k ikisi igin havalandirmanin aerobik
biyo-oksidasyon i(;in gerekli oksijeni saglamanin diginda aktif ¢amur ve atiksudaki
organik maddeler arasinda yeterli temasi saglayacak bir kanstirmay: da olusturmasi

gibi ikinci bir amaci vardir.

Iyi kalitede bir gikig suyu elde etmek igin, organik maddeler atiksudan giderildikten
sonra biyokitle, sivi akintidan aymlmalidir. Bu islem, ikinci ¢oktiirmede
gerceklestirilir ve etkili olmast igin mevcut mikroorganizmalarin yeterince kiimelesmig
olmalar1 gerekir. Ikinci ¢oktiirme hemen her zaman ¢ikig suyu kalitesini belirleyen
asamadir. Cikis suyundaki ¢6ziinmiiy BOIs genellikle 5 mg/’nin altindadir, anacak
biyokiitle katilarinin kalintilar1 20 mg/l veya daha bityiik ¢ikis suyu BOIs degerlerine

neden olabilir.

Biyolojik flokiilasyonun mekanizmasimi tanimlamak igin pekgok ¢alisma yapilmustir,
ancak Pavoni tarafindan yapilan galijma en kapsamli olanidir. Bu ¢aligmada biyolojik
flokiilasyonun, mikroorganizmalarin fizyolojik durumu ile iligkili oldugu ve substratin
tilkendigi ve endojenik biiyiime fazina girildigi andan once gergeklesmedigi ortaya
¢ikt. Biyolojik flokiilasyonun, endojenik buyiime sirasinda hiicre yiizeyinde biriken

hiicre-dig1 polimerlerin etkilesiminden kaynaklandigt sanilmaktadir. Bu polimerlerin



hiicrelerin yiizeyine fiziksel veya elektrostatik olarak baglanmalari sonucu hicreler Gg

boyutlu bir matris olugturacak gekilde birlesirler.

Sivt fazt kati fazdan ayirdiktan sonra, substrat kullammui sirasindaki sentezlemeden
kaynaklanan biyokiitle artigt uzaklastirihir ve geriye kalan miktar havalandirma tankina
dondiriilir. Dolayisiyla oldukga sabit bir mikroorganizma kitlesi sistem iginde
tutulmus olur. Sistemin performanst da yeteri kadar biyokiitlenin geriye
dondirilmesine baglhdir. Eger biyokitlenin aynistinlmast ve yogunlagtiriimast

gergeklestirilemez ise tiim sistem baganisizhia ugrar.

Aktif terimi de bu baglamda biyolojik katilarin sorptif 6zelliklerine gonderme yapar.
Reaktoriin ¢ikig tarafinda aktif ¢amur disik substrath bir ortamdadir ve sorbladigi
organik maddeleri kullanmaktadir; dolayisiyla asili ve ¢oziinmiis organik maddeler igin
gorece yitksek bir sorpsiyon kapasitesi mevcuttur. Reaktoriin girtg bolimiinde ise
gamur, sorpsiyon kapasitesinin gogunu kullanmig bulunmaktadir ve sorbladig1 organik

maddeleri biyolojik olarak okside edene kadar yeniden aktif hale gelmez.

Aktif ¢amur siirecinde organik maddelerin solunum ve hiicre sentezi igin substrat
olarak kullanilmasina iligkin basitlestirilmig bir biyokimyasal denklem su sekilde ifade

edilmektedir:

Aerobik mikroorganizmalar .
Organik Madde + O2 > Yeni Hiicreler + Hiicreler Igin Enerji
+ COz + Hz0 + Diger Son Uriinler

Diger son ﬁrﬁnlerin‘bazﬂarl amonyum (NH4™"), nitrit (NOz™"), nitrat (NOs™), ve fosfat
(POs?)’ten olusur. Aktif .gamur genellikle CsH7O:N (molekiler agirhigt 113)
seklindeki ampirik denklemle ifade edilir. Giinlik olarak tireyen net hiicre kiitlesi,
giinlitk olarak atimasi gereken atik aktif gamur kiitlesine esit olmalidir; bu da toplam
sentezlenen hiicre kiitlesinden endojenik olarak ¢lriiyen hiicre kiitlesinin

¢ikariimasiyla bulunur.



Fazla miktarda endiistriyel atik igermeyen bir evsel atiksuda yaygin olarak bulunan
organik maddeler karbonhidratlar, yaglar, proteinler, iire, sabun ve deterjanlar, veya
bunlarin bozunmasi ya da pargalanmasi sonucu ortaya ¢ikan iriinlerden olusur.
Karbonhidratlar ve yaglar karbon, hidrojen ve oksijen; proteinler ise bunlara ek olarak
azot, kiikurt ve fosfor igerirler. Ure, karbon, hidrojen, oksijen ve azottan olusur.
Sabunlar ¢ogunlukla karbon, hidrojen ve oksijen, deterjanlar da bunlarla birlikte fosfor
igerir. Bunlarin yaninda infiltrasyon yoluyla atiksuya karigan pestisitler, herbisitler ve
diger tarimsal atiklardan da iz miktarlarda bulunabilir. Endistriyel atiksulardaki
organik madde ve bilesikler ise endiistrinin tipine baglh olarak degisir. Petrokimya
endustrisinde oldugu gibi bir endiistri turti iginde de farkliliklar olabilir. Biyolojik
antimdan sonra geriye kalan organik maddeler (biyolojik olarak pargalanamayan
fraksiyon) ¢ok yavag pargalanan ya da biyolojik olarak direngli maddelerden olusur
(Benefield and Randall 1980; Reynolds, 1982).

2.2. Siire¢ Mikrobiyolojisi

Atiklarin gideriminde kullanilan mikroorganizmalar karma kiiltiir halinde birgok
organizmadan olusurlar. Genellikle nitel ve nicel 6zellikleri tam olarak bilinmeyen bu
organizma kangimlari atk maddenin bilesimine ve ortam sartlarina bagl olarak
degisirler (Kargi, 1995).

Yiizey sularinda ve atiksularda bulunan baglica organizma gruplart 6karyotlar,
obakteriler (eubacteria) ve arkaebakteriler (archaebacteria) olarak simiflandirilabilir
(Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Mikroorganizmalarin Siniflandirilmast (Tchobanoglous and Burton, 1991)

Grup Hiicre Yapisi Ozellikleri Uyeleri
Okaryotlar Okaryotik® Cok hiicreli, hiicre | Bitkiler(tohum
ve dokularin yaygin | bitkileri,
farklilagmasi egreltiotlar,
karayosunlari)
Hayvanlar
Tek hiicrel, (omurgalilar,
koenositik omurgasizlar)

(coenocytic) veya
mantarsal Protistler
(mycelial), doku (denizyosunlart

farkhlagmasi ¢ok az | (algae), kiifler,

veya hig yok protozoa)
Obakteriler Prokaryotik® Hiicre kimyast Cogu bakteriler
okaryotlara benzer
Arkaebakteriler Prokaryotik® Hiicre kimyast Metanojenler,
farklt halofiller,
termasidofiller
* Cekirdek igeren

® Cekirdek zari igermeyen

Aktif gamur sisteminde kullanilan kargik kiltir dinamik bir sistem olugturur. Ortamda
bulunan tiir sayist ve bu tiirlere iligkin populasyonlar aritilan atiksuyun 6zelliklerine ve
reaktor-durultucu sistemindeki gevresel kogullara baglidir. Bu mikroorganizmalar
bakteriler (hem tek hem de g¢ok hiicreli), protozoa, mantarlar (fungi), rotiferler ve
zaman zaman da nematodlani kapsar. Bakteri, protozoa ve mantarlar Protistler
Sinifi’na, rotifer ve nematodlar ise Hayvanlar Sinifi’na dahildirler. Atiksudaki organik
maddelerin biyolojik oksidayonunu gergeklestiren baglica grup ise tek hiicreli
bakterilerdir (Reynolds, 1982).




2.2.1. Bakteriler

Atiksudaki organik maddelerin biyolojik oksidasyonunun gergeklestiren baglica
organizmalar tek huicreli bakterilerdir. Tek hucreli bakteriler sekillerine gore basil
(gubuk seklinde), kok (kiiresel) ve spirilla (spiral) seklinde simiflandinlabilirler.
Bakteriler tekil hiicreler, hiicre gruplar, ya da hiicre zincirleri seklinde bulunabilirler.

Hiicre sekli ve gruplagma bigimi her tiriin belirleyici 6zelliklerindendir.

2.2.1.1. Hucre Yapisi

Bakteriler genel olarak boliinme ile gogalirlar. Ureme zamani olarak da bilinen
bolinme zamant tiire ve ortam kosullarina bagli olarak degisir, ancak optimum
sartlarda 20 dak civarindadir. Bakteri hiicreleri besini ¢oziinmiis formda alirlar. Bazi
tirler hareket etme ozelligine sahiptirler. Sekil 2.1 gubuk seklindeki bir bakteri

hiicresinin sematik ¢izimini gostermektedir

Hicre Duvart Hiicre Zart
Salgt Tabakast
< veya Kapsfil
——\\\_/\
Flagella
Sitoplazma Cekirdek Bolgesi

Sekil 2.1. Cubuk seklindekr bir bakteri hiicresinin sematik ¢izimi (Reynolds, 1982)

Sitoplazma olarak adlandirtlan htcrenin i¢ kismu proteinler, karbonhidratlar ve diger
kompleks organik maddelerin koloidal bir sispansiyonunu igerir. Protein sentezi gibi
hiicre yasamui igin temel teskil eden biyokimyasal reaksiyonlar sitoplazma iginde
gerceklesir. Cekirdek bolgest bazt tiirlerde tyice belirgin ise de bazi tirlerde pek
belirgin degildir. Bu bolge, hiicre bilesenlerinin yeniden tretimini kontrol eden tim
kalitsal ozelliklerden sorumludur. Hiicre zar hiicrenin igine dogru ve hiicreden

disariya madde akigint kontrol eder. -Yar-katt bir yapi olan hiicre duvari ise hiicrenin



i¢ kismini1 korur ve sitoplazmayi belirli bir hacim ve gekilde tutar. Salg: tabakast (slime
layer) veya kapsiil kuru bir ortama kondugunda hiicreyi kurumaktan korur ve ayrica
bir besin rezervi gorevi gorir. Kamgi, hiicrenin hareket etmesini saglayan sag
seklindeki bir organeldir ve sadece hareketli hﬁcrelerdé bulunur. Enzimler (Sekil
1.1’de gosterilmemis) gerekli biyokimyasal reaksiyonlari hizlandiran organik
katalizérlerdir. Bazi enzimler hiicre iginde (endocellular) iken, bazilari da hiicrenin
disina (exocellular) salgilanirlar. Hiicre-dis1 enzimler proteinler ve nigastalar gibi biiyiik
molekiilleri hiicre duvart ve hiicre zarindan gegebilecek kiigiik molekiillere pargalarlar.
Bakteri hiicreleri o6ldiiklerinde pargalanirlar ve hiicre igi maddeler ortama yayilir

(Reynolds, 1982).
2.2.1.2. Hiicre Bilegimi

Farkli bakteri tiirleri {izerinde yapilan testler, bakteri hiicrelerinin % 80’inin su, %
20’sinin de kuru maddeden olustugunu; kuru maddenin de % 90’mnin organik, %
10’unun ise inorganik oldugunu gostermistir. Bakteri hiicrelerinin bilegimine iligkin
tipik degerler Tablo 1.2’de verilmistir. Organik fraksiyonu temsil eden yaklagik bir
formil CsH70:N seklinde ifade edilebilir. Formiilden de goriildiigii gibi organik
fraksiyonun agilik bakimindan yaklastk % 53’4 karbondur. Fosfor da
disiiniildiiginde CeoHg7023N12P  formiilasyonu  kullanilabilir.  Inorganik  kisnu
olusturan bilegikler ise P20s5 (% 50), SO3 (% 15), Na20 (% 11), CaO (% 9), MgO (%
8), K20 (% 6) ve Fe203 (% 1)’tir. Bu element ve bilegiklerin tiimii ortamdan
saglanmak zorunda oldugu igin, bunlardan herhangi birinin eksikligi bityiimeyi
sinirlandiracak, hatta bazi durumlarda da degistirecektir (Tchobanoglous and Burton,

1991).



Tablo 2.2. Bakteri Hiicrelerinin Tipik Bilesimi (Tchobanoglous and Burton, 1991)

Kuru Kiitle Yiizdesi Olarak
Element

Arahk Tipik
Karbon 45-55 50
Oksijen 16-22 20
Azot 12-16 14
Hidrojen 7-10 8
Fosfor 2-5 3
Kiikiirt 0815 1
Potasyum 0.8-1.5 1
Sodyum 0.5-2 1
Kalsiyum 0.4-0.7 0.5
Magnezyum 0.4-0.7 0.5
Klor 0.4-0.7 0.5
Demir 0.1-0.4 0.2
Digerleri 0.2-0.5 0.3

2.2.1.3. Beslenme ve Solunum

Mikroorganizmalar enerji ve karbon kaynaklarina goére siniflandinlabilirler. Enerji
gereksinimi igin hiicre digindaki inorganik maddeleri kimyasal olarak oksitleyen
mikroorganizmalar kemolitotroflar olarak adlandinlirken, bunun igin hiicre digindaki
organik maddeleri oksitleyenler kemoorganotrofiar olarak bilinir. Enerji kaynag
olarak 1gik kullanan ancak solunum igin bazi inorganik maddelere ihtiyag duyan
mikroorganizmalar fotolitotroflar, 13k kullanan ancak solunum igin organik
maddelere ihtiyact olanlar ise fotoorganotrofiar olarak adlandirilir. Karbon kaynag:
olarak inorganik maddeler (6rnegin karbon dioksit) kullanan mikroorganizmalar
ototroflar; organik maddeler kullananlar ise heterotroffar olarak bilinir. Aktif gamur
surecinde kullanilan ¢ogu bakteriler enerji ve hiicre sentezi igin organik maddeler

kullanurlar, dolayisiyla kemoorganotrofiktirler ve heterotroflardir. Nitrifiye edici
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bakteriler, Nitrosomonas ve Nitrobacter, enerji kaynag: olarak bir inorganik azot
bilesiginin kimyasal oksidasyonunu, sentezleme igin de karbon dioksiti kullanirlar,

dolayisiyla kemolititrofik ve de ototrofturlar.

Beslenme igin gereken temel element ve maddeler (1) birincil (major) elementler, (2)
ikincil (minor) elementler, (3) iz elementler, ve (4) blylime faktorlert olarak
siniflandirilabilir. Birincil elementler karbon, hidrojen, oksijen, azot ve fosfordur.
Ikincil elementlerin baglicalar ise kiikiirt, potasyum, sodyum, magnezyum, kalsiyum
ve klordur. Iz elementler ise genelde demir, mangan, kobalt, bakir, bor, ¢inko,
molibden ve aliiminyumdan olugur (Reynolds, 1982). Bunlara selenyum, nikel,

vanadyum ve volfram da eklenebilir (Tchobanoglous and Burton, 1991).

Biiyiime faktorleri iz miktarlarda ihtiyag duyulan ve hiicrelerin sentezleyemedigi temel
organik maddelerdir. Bunlar temel olarak vitaminleri, temel amino asitleri ve temel
amino asitlerin ya da gerekli bagka sentezlenmis bilesiklerin sentezlenmelerinin
habercilerini (precursor) (purin ve pirimidinler gibi) kapsar. Ayrica belirtmek gerekir
ki, yukarida anilan ikincil ve iz elementler ve biylime faktorlerin hepsi tiim

mikroorganizmalarca gereksinilmez, zira ihtiyaglar tiirlere gore farklilik gosterir.

Mikroorganizmalar solunum ihtiyaglarina gore de aeroblar, anaeroblar ve fakiiltatif
anaeroblar olarak siniflandirlabilir. Solunum yagam siireci igin enerji iiretir ve temel
olarak bir hidrojen verici maddeden hidrojen atomlarinin enzimatik olarak
uzaklagtirlmast ve neticede oksitlenmesinden olusur. Hidrojen atomlari bir hidrojen
alict ile birlesir ve bu madde indirgenir. Aerobik solunumda hidrojen alicist molekiiler
oksijendir ve son tiriin de sudur. Anaerobik solunumda hidrojen alicis1 karbonat, nitrat
ve siilfat iyonu gibi radikaller halinde bulunan birlegik oksijen veya organik bir bilesik
olabilir. Bu alicilarin son triinleri sirastyla metan, amonyak, hidrojen siilfiir veya
indirgenmis bir organik bilesiktir. Fakiltatif anaeroblar eger ortamda molekiiler
oksijen -varsa aerobik solunum, yoksa da anaerobik solunum yaparlar. Aktif ¢amur

stirecinde mikroorganizmalar aerob ve fakiiltatif anaeroblardan olusur.
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2.2.1.4. Mikrobiyal Etkinligi Etkileyen Cevresel Faktorler

Cevresel faktorler fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere iige ayirilabilir.
Mikrobiyal etkinlik iizerine gevresel faktorlerin etkisi u bakimlardan énemlidir: (1) Iyi
bir antim igin aktif ¢amur kiiltGiriintin optimum bir etkinlikte tutulmas: istenir. (2)
Belirli organik atiksularin  aktif c¢amur sireci yoluyla antilabilirliginin
degerlendirilmesinde gevresel faktorler 6nemlidir. (3) Biyolojik arnitim siireglerinden
¢ikan ¢ikig sularmin dezenfekte edilmesinde gevresel faktorler de g6z oniinde

tutulmalidir,

Aktif gamur siirecini etkileyen fiziksel faktorlerden baglicalar: (1) sicaklik, (2) osmotik
basing, ve (3) molekiiler oksijenin varhigidir. Mikrobiyal bir hiicre igindeki sicaklik
yaklagik olarak ortam sicakhigina esit oldugundan, sicaklikta meydana gelen bir artig
mikrobiyal etkinligi de artirir. Bu durum sicakhigin, tiim hiicrelerin 6lecegi bir noktaya
ulagmasina kadar siirer. 10 °C’lik bir sicaklhik artigt mikrobiyal etkinligi yaklagik olarak
iki katina ¢ikarir. Mikroorganizmalar optimum sicaklik araliklarina gore saykrofiller,
mezofiller ve termofiller olarak tge ayrilirlar, Bunlarin optimum sicaklik araliklar
sirastyla 0-10 °C, 10-45 °C ve 45-75 °C’dir. 75 °C’nin iizerinde mikroorganizmalar,
temas siiresi yeterli ise, hizla oOlirler. Aktif ¢amur siirecinde kullanilan
mikroorganizmalari biiyiik ¢ogunlufu saykrofil ve mezofildir, ancak her zaman
termofiller de bulunur. Ortamdaki tuz derigimine bagli olan osmotik basing belirli bir
aralik igerisinde olmalidir zira mikroorganizmalar besinlerini osmoz yoluyla alirlar.
Cogu mikroorganizmalar 500 ile 35,000 mg/l arasindaki tuz igeriginden etkilenmezler.
Aktif gamur siirecinde kargilagilan hidrostatik basing araliklari da mikrobiyal etkinligi
etkilemezler. aeroblar ve aerobik solunum yaptiklarinda fakiiltatif anaeroblar igin
ortamda molekiiler ya da ¢oziinmily oksijen bulunmasi gerekir. Aerobik biyolojik
reaktorlerde tasannm degeri olarak genelde 2.0 mg/l'ye yakin derisim degerleri

kullanilir.

Aktif gamur siirecini etkileyen kimyasal faktorlerin baglicalart ise (1) pH, (2) belirli asit
ve bazlarin varligt, (3) oksitleyici ve indirgeyici reaktiflerin varligi, (4) agir metal
tuzlann ve iyonlarimin varligi, ve (5) belirli kimyasallarin varligidir. Aktif ¢amur

siirecinde kullanilan mikroorganizmalar, tim mikroorganizmalarin ¢ogunlugu gibi, 6.5
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ile 9.0 arasindaki notral bolgede en iyi bigimde geligirler. Aerobik biyo-oksidasyonun
son uriinlerinden biri karbon dioksit oldugu igin biyolojik reaktorde karbonat-
bikarbonat tamponlama sistemi kurulur ve bu da nétral bir pH’in korunmasina
yardimei olur. Ancak bazi endustriyel atiksular, aritimdan 6nce pH nétralizasyonu

gerektirecek kadar diigiik veya yitksek pH’a sahip olabilirler.

Benzoik asit gibi belirli asitler, ve amonyum hidroksit gibi belirli bazlar yeterli
derisimlerde bulunduklarinda mikroorganizmalar igin toksiktirler; ancak yiiksek
derisimlerde biitiin asit ve bazlar toksiktir. Gﬁglﬁ oksitleyici veya indirgeyici rektifler,
oldukga diisiik derisimlerde bile mikroorganizmalar agisindan toksiktirler. Halojenlerin
tiimi (klor, flor, brom, ve iyot) ve bunlarin tuzlari, eger halojen en disuk degerlikli
durumundan daha yukarida bir degerlige sahipse gok toksiktirler., zira bu halde gigli

bir oksitleyici maddedirler.

Agir metal tuzlann ve agir metal iyonlann da digiik derisimlerde dahi toksik etki
yaparlar. Metalik iyonun toksisitesi, genelde, atomik agirhk artigiyla birlikte artar.
Atiksularda kargilagilan agir metaller, cogunlukla civa, arsenik, kursun, krom, g¢inko,
kadmiyum, bakir, baryum ve nikeldir. Fotograf¢ilik islemlerinde kullanilmasindan
dolayt bazi durumlarda giimiis de bulunur, ancak degerinden dolay1 genellikle geri

kazanilir. Civa, arsenik ve kursun en toksik agir metallerdir.

Organik asitler, alkoller, eterler, aldehitler, fenoller, klorofenoller, kresoller ve boyalar
gibi belli endiistriyel kimyasallar da belirli derigimlerde bulunduklarinda toksik etkiye
sahiptirler. Oldukga yiiksek derisimlerde sabun ve deterjanlar da toksiktir, ancak
atiksularda  rastlanan  derisimlerde  genellikle  toksik  degillerdir.  Ilag
fermentasyonlarinda tretilen antibiyotikler ¢ok kiigiik derigimlerde dahi toksiktirler.
Onemli miktarda bulunduklarinda gresler, aktif c¢amurdaki mikroorganizmalart

kaplayarak aerobik solunumu engellerler.

Yukarida sozii edilen tiim kimyasal madde ve bilegiklerin etkileri, temelde, derigim,
sicaklik ve temas siiresinin bir fonksiyonudur. Temas siiresi arttikga, ve genelde
sicaklik da arttikga goreli toksisite de artar. Sabit bir temas siiresi ve sicaklikta,

mikrobiyal etkinlik Gizerine derigimin etkisi genelde su sekildedir: Gorece diigitk
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derisimlerde hig bir etki yoktur; ancak derisim artmaya bagladik¢a soz konusu
kimyasal madde veya bilesik mikrobiyal biiytimeyi tegvik etmeye baglar. Derigim daha
da artarsa bu kez inhibisyona neden olmaya baglar, ve bu araligin 6tesine gegtiginde de

mikroorganizmalar iizerinde 6ldiiriici ya da toksik bir etki yapar.

Aktif camur siirecine etkiyen biyolojik faktorler ise ¢oBunlukla kangik kiltiirde
istenmeyen mikroorganizmalarin gogalmasidir. Ornegin, kamgili bir tir olan
Sphaerotilis’in agit miktarda biiyamesi, zayif ¢okelme ozellikleri olan bir ¢amurun

olusmasina yol agar. Bu da son durulama islemini zorlastirir (Reynolds, 1982).

2.2.1.5. Biiyiime Evreleri

Mikroorganizmalarin biiyiimesi, temelde mevcut canli hiicre sayist ve ortamdaki
substrat veya bagka bir simrlayict nutrientin miktart ile, ve bunlara ek olarak diger
cevresel faktorlerle iliskilidir. Mikroorganizmalarin siirekli biiylimelerine 1iligkin
pekgok kavram, aktif ¢amur siirecinde de oldugu gibi, kesikli kiiltiirlerdeki biiyiime

iligkileri aractligiyla tanimlanmigtir.
Saf Kiiltiirlerde Biiyiime

Ilk olarak bir substrat ve biiyiime i¢in gereken diger tiim maddelerin mevcut oldugu
bir ortama tek bir bakteri tiiriiniin agtlandig1 bir durum dustniliirse, biyiime Sekil 2.2
ve Sekil 1.3’te goriildiigi gibi olacaktir. Sekil 2.2°de biyiime canh hiicre sayisi, N,
olarak olgiilmistiir. Bu egrinin (1) adaptasyon (lag), (2) logaritmik biiyiime, (3) azalan
bityiime, (4) maksimum kararli biiyiime, (5) artan 6lme, ve (6) logaritmik 6lme olarak
adlandirilan ayn evfeleri vardir Frobisher, Hisdill, Crabtree ve Goodheart, bu degisik

evrelerde meydana gelen fizyolojik degisimleri su yekilde tanimlamiglardir:
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Sekil 2.2. Canli hiicre sayist temelinde mikrobiyal bilyiime evreleri (Reynolds, 1982)
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Sekil 2.3. Canli hiicre kiitlesi temelinde mikrobiyal biyiime evreleri (Reynolds, 1982)

Adaptasyon evresinin baslangicinda mikroorganizmalar yeni ortamlarina aliymaya
baglarlar. Bu evre tam olarak anlagilmig degilse de, organizmalarin agilama onces:
tasinma sirasinda meydana gelen yaralarini iyilestirdikleri ve su ve substrat
absorplayarak buyiik substrat molekiillerini pargalamak tzere hicredist enzimler
salgiladiklar1 bilinmektedir. Adaptasyon evresinin girisinde canli hiicre sayisimda bir
artiy yoktur; ancak, evrenin sonuna dogru metabolik etkinlik ve hiicreler artmaya

baslar. Adaptasyon evresinin son kisminda ise boliinme zamant derece derece artar,
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hiicre biytikligii azalir, ve boliinme hiz, tiir ve biiyiime kogullar: tarafindan belirlenen
bir maksimuma ulagir. Adaptasyon evresinin siiresi, biiylik oranda astlanan kiiltiire ve
kiiltiiriin miktarina baglidir: Eger konulan kiiltiir geng ve biyolojik olarak aktif ise,
adaptasyon evresi ¢ok kisa stirer. Ayni sekilde, eger astlanan kiiltiir gérece biiyiik bir
miktarda ise, adaptasyon evresi en aia iner. Cok miktarda agilanan kiiltiir, kendi
ortamindan az ama etkin miktarlarda enzimler, belirli temel nutrientler ve biiyiime
faktorlerini de beraberinde getirir, ya da agilama igindeki hiicrelerin ¢oklugu yiiziinden

bunlar kisa siire igerisinde sentezler veya salgilar. (Reynolds, 1982)

Ortamda birden fazla karbon bilesiginin bulundugu durumlarda birden fazla
adaptasyon evresi goriilebilir. Buna Dioksik Biiyiime denir. Karbon kaynaklarindan
biri digerinden daha kolaylikla metabolize edilebiliyorsa, organizmalar 6nce onu
kullamp sonra digeri iizerinde biiyiirler. (Ornegin glikoz ve xiloz). Boylece iki

bilyiime eZrisi ve iki adaptasyon evresi gozlenir (Kargi, 1995).

Logaritmik biiyiime evresinde bolinme zamani olasi en yiiksek degerindedir ve
hiicrelerin ortalama buiyuklugi de tiire ait en kugik degerdedir. Hiicre duvan ve
zarlari, bu evre boyunca, en ince kalinliktadir, ve metabolik etkinlikler de maksimum
bir hizda siirer. Hiicreler, fizyolojik olarak geng, biyolojik olarak aktif, ve kotii etkilere
kargt olgun ve daha az aktif hiicrelere gére daha hassastirlar. Bu evre bir iistel bilyiime
evresidir ve zaman ile canl hiicre sayisimin logaritmasi bir diiz-gizgi iligkisi ortaya
koyar. Boliinme veya Ureme zamani tiire, besine ve gevresel kosullara gore degisir ve
birkag dakikadan birgok giine kadar degisebilir. Ancak genellikle 10 ile 60 dakika

arasindadir.

Logaritmik biiylime evresinin sonuna dogru hiicreler, substratin ya da herheangi bagka
bir temel nutrientin titkenmesi, ve toksik son iiriinlerin inhibe edici bir miktara
ulagabilecek gekilde birikmeleri gibi gﬁglﬁklerle karsilagmaya baslarlar. Bu da azalan
biiyiime evresinin baglangicini olusturur.Bu evrede boliinme hizi azalmaya baglar ve
mikroorganizmalar giderek artan sayilarda olurler; dolayisiyla da canh hiicre
sayisindaki artig daha digik bir dizeydedir. Atksu artimindaki ¢ogu durumlarda,
azalan biiyiime evresi, toksik son Uriinlerin birikmesi yiizinden degil, substratin

tiikenmesi yiiziinden meydana gelir.
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Sonunda olen hiicre sayts1 tireyen hiicre sayisina egitlenir ve kiiltiir, canli hiicre
nifusunun gorece sabit bir degerde kaldig1 maksimum kararli evreye girer. Bu evreye
ulagmak igin gereken zaman, Oncelikle tiire, mikroorganizma derisimine, ortamin
bilesimine ve sicakliga baglidir. Cevre mikrobiyal bliyime agisindan kétilestikge artan
oliim evresi baglar. Hiicreler giderek daha yavag tirerler ve hiicre 6lim hizi biyiime

hizint geger. Son olarak, artan 6lim evrest ilerleyerek Jogaritmik 6liim evresine evrilir.

Substrat veya temel bir nutrient, ya da bagka bir biytime faktorii siirlayict olunca, ya
da inhibe edici bir diizeyde birikmis toksik son tiriin mevcut ise, hiicre kiitlesi tiretim
hizt azalmaya baglar. Bu kosul, logaritmik biiyiime evresinin sonunu ve azalan bilyiime
evresinin baglangicint ifade eder. Cevresel kosuliar hiicre biiylimesi igin daha da
uygunsuz olunca biiyiimedeki azalig daha belirginlegir. Hiicre kiitlesinin artig hizi,
azaliy hizina esit olunca da egri maksimum bir degere ulagir. Bu da azalan biiyiime

evresinin sona erdigini ve endojenik evrenin bagladigim gosterir.

Endojenik fazda mikroorganizmalar, besin olarak biriktirdikleri besin maddeleri ve
protoplazmaya ek olarak ortamda bulunan bir kisim 6li hiicreleri de kullanirlar.
Endojenik fazin net etkisi zamana gore toplam hiicre kitlesinde bir azaligtir. Hiicre
kutlesinin endojenik olarak ¢iirime hizi, giinde % 5-% 20 arasinda gorece sabit bir
degerdir. Endojenik bozunma hiz1 stireklidir; bu, logaritmik bilyitme ve azalan biiyiime
evrelerinde de vardir, ama gorece ¢ok daha biiyiik olan biiyiime hizi tarafindan

maskelenir (Reynolds, 1982).

Karisik Kiiltiirlerde Biiyiime

Biyolojik aritim stireglerinin gogu karmagik, birbirleriyle iligkili, karigik ve her biri
kendi buyiime egrisine sahip biyolojik populasyonlarla gergeklestirilir. Sistemdeki bu
tire 6zgi biyiime egrileri zaman 6lge§inde, mevcut mevcut besin ve nutrientlere,
sicaklik, pH gibi ortam faktorlerine ve sistemin aerobik ya da anaerobik olmasina

‘bagldir.. Organik atiklarin stabilizasyonunda her ne kadar bakteriler birincil
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onemdeyseler de, bagka pekgok mikroorganizma da yer alir (Tchobanoglous and
Burton, 1991).

2.2.1.6. Atiksu Aritiminda Kullanilan Bakteri Tiirleri

Atiksu antiminda kullanilan bakterilerin gogu toprak mikroorganizmalaridir. Bagirsak
orijinli olanlar ¢ok azdir.Nitrifiye edici bakteriler gibi bazi gruplar hari¢ olmak tizere,
bakteri tiirlerinin gogunlugu saprofitik heterotroflardir ve substrat olarak onceden
olusmus cansiz organik maddeleri gereksinirler. Amonyum iyonunu nitrite, nitrit
iyonunu da nitrata geviren nitrifiye edici bakteriler ise ototrofturlar ve karbon kaynagi

olarak énceden olugmus organik maddeler yerine karbondioksit kullaniriar.

Evsel atiksularin antiminda, aktif ¢amur iginde bulunan baslica bakteri tiirleri
sunlardir: Achromobacter, Arthrobacter, Cytophaga, Flavobacterium, Alkaligenes,
Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas, Bacillus, Zoogloea, Nitrosomonas ve Nitrobacter.
Ilk dort tiire ait hiicreler en gok sayida olanlardir. Ortamda ayrica nitrifiye edici
bakterilere ek olarak kiikiirt ve demir bakterileri gibi bazi 6zel gruplar da bulunurlar,
ancak sayilart azdir. Bagirsak bakterileri havalandirma tankinda hizla oliirler, giinki

mevcut ortamda diger mikroorganizmalarla rekabet edemezler (Reynolds, 1982).

Ote yandan (Tchobanoglous and Burton, 1991)’e gore yukarida anilanlarin haricinde
aktif ¢amur iginde bulunan baglica bakteri turlerine Nocardia, Bdellovibrio ve
Mycobacterium tirlert ve Sphaerotilus, Beggiatoa, Thiothrix, Lecicothrix ve

Geotrichum gibi kamgili mikroorganizmalar da eklenebilir.

Aktif gamur ortaminda bazi mikrobiyal hticreler tekil halde bulunsalar da, g¢ogunluk,
canli ve olip dagimis bakteri hiicrelerinin salgi tabakalarindan gelen polisakkarit
zamk kutlesine gomuli karigik tiirlerdeki hiicrelerin olugturdugu zoogleal biyokiitle
pargactklart halinde bulunurlar. Flok olarak da bilinen bu zoogleal pargaciklar atiksu
arttiminda 6nemli bir yere sahiptirler giinki oldukga iyi sorplama ézellikleri vardir ve
cabuk ¢okerler. Sphaerotilus natans bakterisi gibi kamgili organizmalar ve gogu

mantarlar, genelde az sayida bulunurlar ve atiksu antiminda istenmezler, zira sayilar
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¢ok oldugunda zayif ¢okme oOzelliklerine sahip bir gamurun olusmasina neden

olabilirler (Tchobanoglous and Burton, 1991).

2.3. Biyokimyasal Kinetikler
2.3.1. Substrat Giderim Kinetikleri

Aktif camur siirecinde olugan substrat giderim hizint belirlemek igin iki temel yaklagim
kullamlir. Ik yaklastm fermentasyon endiistrilerinde kullanilan bagintilara dayal
Michaelis-Menten, ya da Monod esitligidir. Ikinci yaklagim ise kimyasal kinetiklerin
bir modifikasyonunu igerir. Eger kesikli olarak galigan bir aktif ¢amur reaktorii
agilanirsa ve hiicre kiitlesi ve substrat miktar1 derigimi degerleri reaksiyon zamanina
gore kaydedilirse, veriler, her iki yaklasimda da gereken kinetik sabitleri verecek
analizler yapilabilir. Anlamli veriler elde edebilmek igin agi, siirekli akigh bir reaktorde

geligtirilen ortama aligtk bir kiiltirden alinmalidir.

Ilk yaklagim endiistriyel fermentasyonlar igin gelistirilen formilasyonlar: kullanir. Tek
bir substrat iceren ve enzimle katalizlenen reaksiyonlarin, gorece yiiksek substrat
derigimlerinde, substrat bakimindan sifirnct derecede, gorece diigik substrat
derigimlerinde ise birinci derecede oldugu bulunmustur. Kesikli bir sistemde substrat
kullanimi aglamadan hemen sonraki bir siire igin sifirnci, ardindan da birinci
derecedeki bir reaksiyona uygun diiser. Buna iligkin bir agiklama, yitksek substrat
derigimlerinde enzimlerim yiizeylerinin substrat bakimindan doygun oldugu, ve
dolayisiyla reaksiyonun substrat derigiminden bagimsiz oldugu seklindedir. Gorece
diigiik substrat derisimlerinde ise, substrat ile oOrtillii enzim yiizeylerinin bir kismu

substrat derisimi ile orantilidir. Bu olgu, Michaelis-Menten kavramiyla agtklanmugtir.

Michaelis-Menten denklemi, fermentasyon iriinii iiretim hizti, dP/dt, ile substrat
derigimi, S, arasindaki iligkiyi verir. Uriin dretim hizi, ayrica, 6zgil (spesifik) iiriin
tretim hizi, (1/X)(dP/dt), olarak da ifade edilebilir. Burada X, hiicre kiitlesi derigimini
gosterir. Ozgiil substrat kullanim hizi, (1/X)(dS/dt), 6zgiil tiriin diretim hizi ile orantil

oldugundan, bu durum Michaelis-Menten formiiliiyle birlestirilebilir:
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%’-%j— - k’(K,i S) - @D
Burada
(1/7X)(dS/dt) = 9zgiil substrat kullanim hiz, q, [kiitle/(mikroorganizma
kiitlesi)(zaman)],
dS/dt = substrat kullanim hizi, [kiitle/(hacim)(zaman)];
ks = maksimum substrat kullanim hiz1, [kiitle/(mikroorganizma
kiitlesi)(zaman)];
Km = kullanim hizt maksimum hizin yaris1 oldugunda substrat
derigimi, [kiitle/hacim];
S = substrat derigimi, [kiitle/hacim].

Ozgiil substrat kullanim hizi (q), maksimum degerinin (qmex) yarisina esit iken Km=S
olacagy goriilebilir. (2.1) denklemi, Monod tarafindan 1949’da gelistirilen
formiilasyona benzerdir ve mikroorganizmalann biytime hizi ile substrat derigimi
arasindaki baginttyr verir. Bu baginti, aktif camur sirecinde substrat kullanim hiz1 ile

substrat ve hiicre derigsimlerini iligkilendirmek igin kullanilabilir.

(2.1) denklemi incelendiginde iki siirlayict durumun varlig: goriilebilir. Eger S gorece
biyiik ise Km ihmal edilebilir. Bu durumda S’ler denklemden diiser ve reaksiyon

substrat bakimindan sifirinci derece olur:

1 ds

Burada Ko, sifinnct derece reaksiyon icin hiz sabitidir. Ote yandan, eger, S gorece
kiigiik ise paydadan ihmal edilebilir ve reaksiyon substrat bakimindan birinci derecede

olur;
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1dS ks
—f’d—t = ’—M'(S) = KtS (2.3)

Burada K&, substrat agisindan birinci derecede bir reaksiyon igin hiz sabitidir.

Michaelis-Menten kavramini kullanan yaklagimi ozetlersek; substrat kullaniminda
yitksek substrat derigimleri sifinnct, diigiik substrat derigimleri de birinci dereceden
reaksiyonlar iretirler. Bu baginti, aglanan kiitlenin sentezlenen maksimum hiicre
kiitlesine oranla kiigiik oldugu ve endojenik bozunmanmn hiicre bityiimesine nazaran
ihmal edilebilir diizeyde gergeklestigi endiistriyel fermentasyonlarda oldukga ayrintil
bir sekilde caligilmigtir. Hiicre biyiimesinin aginin birkag katina erigebilmesi igin

baglangigtaki substrat/hiicre orant oldukga biiylik olmahdir.

Aktif gamur siirecine uygulanan biyokimyasal kinetiklere iligkin ikinci yaklagim
kimyasal kinetik teorisini kullanir. Michaelis-Menten yaklagiminin yiiksek substrat
derigimleri igin reaksiyonun sifirinc1 dereceden oldugunu gésterdigi géz Oniine alinip,

diigsel (pseudo) bir sifirnci derece reaksiyonu igin hiz denklemi yazilirsa;
~——— =K 2.4)

Burada K hiz sabitidir. Eksi igaret substratin zamanla azaldigimi gosterir. (1.4)

denklemini integrasyon igin yeniden diizenlersek;

St 1
[dS=-Kkx[at (2.5)
So 0
Burada;
K = hiz sabiti, [zaman™];
X = biyokimyasal reakstyon sirasindaki ortalama hiicre kiitlesi

derigimi,
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yani j-(:(Xo + X1)/2, Xo ve Xt, t=0 ve t=t anlanindaki hiicre kiitlesi
derisimleri, [kiitle/hacim];
St = t amindaki substrat derigimi, [kiitle/hacim];

So = t=0 anindaki substrat derigimi, [kiitle/hacim].
(2.5) denkleminin integrali alinirsa,
S:— So=—K Xt (2.6)
ya da

St =So~ KXt 2.7)

olur. (2.7) denklemiy=mx + b seklindedir; dolayisiyla aritmetik kagit tizerinde St y-
ekseninde, Xt de x-ekseninde ¢izildiginde, eger reaksiyon stfirinci derece ise bir dogru

elde edilecek ve egim de -K’ya egit olacaktir.

Dusgiik substrat derigimlerindeki birinci dereceden reaksiyon Michaelis-Menten
kavraminda gosterilmisti; dolayistyla, digsel bir birinci derece reaksiyonu igin hiz

denklemi soyle yazilabilir:

1dS
= K8 (2.8)

Burada K, [hacim/(mikroorganizma kitlesi)(zaman)] cinsinden hiz sabitidir.

Integrasyon igin yeniden diizenlenirse;

jj;iSf:_K};;dz 2.9)
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Integral alinirsa;

St .
InS [=- KXt (2.10)
So

(2.10) denklemi su sekilde basitlestirilebilir:
InS: =InSo— K Xt 2.11)

(2.11) denklemi y = mx + b geklindedir; dolayistyla yari-logaritmik bir kagit tizerinde
St y-ekseninde, Xt de x-ekseninde gizildiginde, eger reaksiyon birinci derecede ise bir

dogru elde edilecek ve egim de -K’ya esit olacaktir.

Atiksularda pekgok substrat bulundugundan dolay: kinetik denklemler igin hiz sabiti,
K, ve Michaelis-Menten denklemi sabitleri bitiine iligkin ortalam degerleri temsil

edeceklerdir.

Kinetik denklemler igin hiz sabiti K’nin degeri temelde atiksuya baghdir zira organik
substratlarin tirleri farkli atiksular, o6zellikle de endiistriyel atiksular ve 6nemli
miktarlarda endiistriyel atiklar igeren evsel atiksular i¢in degisecektir. Ozel bir organik
bilesigi ancak, ortama abgtirilmig ¢amur igindeki belirli mikroorganizma tiirlerinin
biyolojik olarak okside edebilecegi ve her tiiriin de kendine 6zgii bir kullanim hizt
oldugu dustiniiliirse, buttinii temsil eden bir K iz sabitinin farkli tiirdeki atiksular igin
degisik degerler alacag: ortaya ¢tkar. Tablo 2.3 baz tipik atiksular igin, ortama aligik
aktif camur tarafindan biyolojik olarak pargalanabilir TOC degerlerine gore reaksiyon
derecesini ve hiz sabitlerini gostermektedir. Buradan, K’nin genis bir aralikta degistigi
ve hatta, petrokimya endistrisi gibi belli bir tiir endiistride bile hiz sabitinde 6nemli
farkliliklar oldugu goriilebilir. Daha diisiik K degerlerine sahip petrokimya atiksulars,
insektisitler (bocek olduriiciler), herbisitler (zararli bitki oldiiriiciiler), fungisitler
(mantar oldiiriiciiler), sert plastik tiretiminde kullanilan organik bilesikler ve belirli
organik solventler (goziiciiler) gibi biyolojik olarak oksitlenmeleri gorece zor olan
organik bilegikleri tireten tesislerden ¢tkmaktadirlar. Yiiksek K degerlerine sahip

petrokimya atiksulari ise, sentetik kauguk ve esnek (flexible) plastik iiretiminde
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kullanllan doymamug hidrokarbonlar gibi biyolojik olarak daha kolay pargalanan
bilegikleri tireten tesislerin atiksularidir. Evsel atiksularin herhangi bir atiksuya nazaran
daha kolay pargalanan substratlar igerdigi sdylenebilir, ancak bu, her zaman igin dogru
degildir. Bu konudaki sinirli veriler, evsel atiksular igin K hiz sabitinin, organik
igerigin  olgimii igin toplam BOIs, vyani ¢oziinebilir ve ¢ozinemez BOIs,
kullanidldiginda, 0.10-1.25 I/(gm MLSS)(saat) arasinda olacagini gostermektedir
(Reynolds, 1982). Burada MLSS kangik sividaki askida kati madde anlamindadir, ve
MLVSS, yani kangik sividaki ugucu askida kati madde ile birlikte canli hiicre

kiitlesinin bir géstefgesi olarak kullanilir,

Tablo 2.3. Baz1 Atiksular Igin Reaksiyon Dereceleri ve Hiz Sabitleri (Reynolds, 1982)

Atiksu Tiirii Reaksiyon Reaksiyon Hiz Sabiti K°,
Derecesi I/(gm MLSS)(saat), 25 °C

Kagit Sanayii Birinci 0.375

Kagit Sanayii Birinci 0.528

Kimyasal Madde Birinci 0.479

Uretimi

Kimyasal Madde Birinci 0.601

Uretimi

Rafineri Birinci 0.504

Rafineri Birinci 0.660

Petrokimya Endiistrisi | Birinci 0.592

Petrokimya Endiistrisi | Birinci 0.686

Petrokimya Endﬁstrisii Birinci 0.713

Petrokimya Endiistrisi | Birinci 0.911

Petrokimya Endiistrist | Birinci 1.221

Petrokimya Endiistrisi | Birinci 1.333

Evsel Birinci 1.717

* Biyolojik olarak pargalanabilir TOC bazinda
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2.3.2 Organizmalarin Biiyiime Kinetigi

Organizmalar, bulunduklar1 ortamdan besi maddeleri alarak hiicresel bilesiklere
dondstiirtrler ve boliinerek gogalirlar. Cogalma ya organizmalarin sayisal artigs, ya da

kiitlesel artigi seklinde olur ve asagidaki denklemle ifade edilebilir: -

D S+X > P+nX (2.12)

Besiler + Organizmalar -~—---—- > Uriinler + Yeni organizmalar

Organizmalarin biiytimesi otokatalitik tepkimelere iyi bir ornektir. Organizmalar,
biyokatalistler olduklarindan biyiiditkge konsantrasyonlari ve dolaysiyla biiyiime ve
besi giderme hizi artar. Besi maddeleri substrat ya da BOI ve KOI (6zellikle atik

gidermede) olarak olgiiliirler.

Ozgiil biiyiime hiz1 agagidaki denklemle ifade edilir;
p=(1/X)dX/dt) (2.13)

Bu egsitlikte p, 6zgiil buyiime hizi; X organizma konsantrasyonu [g hiicre/l] ve t de
zamandir (h). Benzer sekilde, daha once de belirtildigi gibi 6zgiil substrat giderme ve

tiriin olugum hizlar1 da tamimlanabilir:
qs=(1/X) (dS / dt) [g S/ g hiicre. h] (2.14)
qp=(1/X) (dP / dt) [g P/ g hiicre. h] (2.15)

Substrat ve {iriin birden fazla olabilir. Bu durumda her substrat /iiriin igin yukandaki

esitlikler yazilabilir.

Ortamdaki organizma derisimi ya hiicre sayarak (6rnegin 106 hiicre/ml) ya da agirhk
olgerek (ornegin 5 g k. ag./l) belirlenir. Bazi durumlarda ortamin absorbanst

spektrometre ile (600 nm’de) oOlgilerek ya da protein/DNA derisimleri olgiilerek
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organizma derigimleri saptanabilir, Ortamin ozelliklerine gore bu yontemlerden biri

kullanilir, Substrat giderilmesi ve triin olusumu da bilyiimenin bir olgiiti olabilir

(Karg, 1995).
2.3.2.1 Kesikli Biytime

Organizmalar, bityiime ortamina konduklarinda ortamdaki besi maddelerini (C, N, O,

H, P, S, mineral vb.) kullanarak buyiirler.
i~ Adaptasyon Evresi

Organizmalarin yeni ortama uyum icin gegirdikleri bekleme donemidir. Bu dénem

boyunca hiicre agirligi ¢ok az artsa bile hiicre sayis1 pek artmaz.
ii- Logaritmik Biyiime Evresi
Ortama adapte olan mikroorganizmalar, bu dénemde maksimum hizla biiyiirler ve
buttin hiicre bilesenleri aym hizla buytdiiklerinden ortalama hiicre bilegimi sabit kalir.
Bu déneme dengeli biiyiime dénemi de denir. Hiicrelerin kiitlesi, zamanla zamanla
ustel (eksponansiyel) olarak artar ve bliyiime hizi besi madesi konsantrasyonundan
bagimsizdir.

dX/dt = lmax X (2. 16)
Integrasyonla asagidaki esitlik bulunur:

In (X/Xo) = pmax t ya da

X = Xo ™ 2.17)
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-Bu egitlikte;

Hmax  : maksimum ozgiil bilyiime hiz1 [,

Xo : baglangig hiicre konsantrasyonu [g/1].
iii- Yavaglayan Biiyiime Evresi
Bu donemde bir ya da birden fazla besi maddesi limitleyici rol oynadigindan ya da

toksik driinler ortamda biriktiginden biiylime yavaglar ve bitylime hizi besi maddesi

derisimine bagl olarak duger.
Bityiime hiz1 agagidaki esitlikle verilebilir:

dX/dt = p X = (pmax S X) / (Ks + S) (2.18)

Hiicre konsantrasyonu X ile besi konsantrasyonu arasinda da asagidaki bafints

yazilabilir:
X-Xo=Yxs (So- S) (219)

Bu egsitliklerde Ks, doygunluk ya da Michaelis sabiti [g/l]; Yx/s de verim katsayisidir [g
hiicre/g S] (Kargt, 1993).

iv- Maksimum Kararli Biiyiime Evresi

Bu donemde hiicre konsantrasyonu sabit kalir. Net biiylime hizinin sifir oldugu bu
donemde, biiyiime hizi 6lim hizina esittir (ub = b, ya da pub = kd). Bu dénemde net
biiyiime hiz1 sifir olmakla beraber, hiicreler metabolik olarak aktiftirler ve ikincil

iiriinlert tretirler. Bazi tirtinler (antibtyotikler, hormonlar vb.) besi konsantrasyonunun
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dustik oldugu (disiik C, N, P) sartlarda tretilirler. Bunlar biyiime ile iligkisi olmaya

iiriinlerdir, Birincil Giriinler de bliylime fazinda iiretilirler.

Bu donemde, toplam hiicre kiitlesi sabit kalmakla birlikte canli ve aktif hiicre
konsantrasyonu diiger. Bazi hiicreler pargalanirlar ve canli hiicreler pargalanan
hiicreler iizerinde bityiirler. Dig ortamda yeteri kadar besi malzemesi kalmadigindan,

organizmalar hiicre igi kaynaklar tiiketirler.
v- Olitm Evresi

Bu dénemde 6liim hizi, bilyiime hizindan biyiiktiir ve hiicre konsantrasyonu zamanla

diser.

Diigiik hizli (besi limitleyici) bityime donemini karakterize eden
1= pmax S / (Ks + ) ‘ (2.20)

esitligi Monod esitligi adiyla bilinir ve bir tek besi maddesinin biiyiime hizint sinirladig

durumlarda gegerlidir.

Bu esitlikte pmax, maksimum bitytime hizin1 (S>>Ks oldugunda) ve Ks de doygunluk
sabitini gostermektedir. Ksdegeri it = 1/2 pmax oldugu durumda besi konsantrasyonuna
esittir. Diisiik besi konsantrasyonlarinda (S<<Ks); it = pmax S / Ks olup biiyiime hizt
birinci derece kinetigiyle ifade edilir. Yiiksek besi konsantrasyonlarinda , S>>Ks ve 1

= umax olup sifirinct derece kinetigi gecerlidir (Kargi, 1995).

Monod kinetigi gesitli yollarla denenebilir. Lineweaver-Burk yaklasiminda esitlik ters

cevrilerek

I/Ll = (Ks + S) / max S= (Ks/ },l.max) (1 / S) + 1/l.lmax (2.21)
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seklinde yazilir. Buradan 1/S’e karst 1/p grafigi cizilirse elde edilen ¢izginin egimi
Ks/umax’e; y-eksenini kestigi nokta ise 1/umax’e esit olur. Langmuir yaklagiminda ise

denklem,
(S /p) = (Ks / pumax) + (1/pimax) S (2.22)

seklinde yaziir. Bu durumda da S’e kargt S/p grafigi ¢izilirse elde edilen ¢izginin
egimi 1/umax’e; y-eksenini kestigi nokta ise Ks/jimax’e esit olur. Son olarak Eddie-

Hofstee yaklagiminda denklem,
(Mmax/pt) = Ks (1/S) + 1
pmax = Ks (i / S) + p ve
p=-Ks (i/S) + tmax (2.23)

sekline getirilir. Bu durumda 1/S’e karg1 p grafigi gizilirse elde edilen ¢izginin egimi -

Ks’ye; y-eksenini kestigi nokta ise pmax’e e§it olur. (Yonsel, 1996)

Monod esitligi tek enzimle katalizlenen/taginan olgularm hiz sinrlayict oldugu
durumlan karakterize eder. Birgok durumda besi sinirlamasini belirten esitlik olarak
kullanilabilen bu esitlik, genellikle biiyimenin yavas ve hiicre derigiminin disiik

oldugu durumlarda gegerlidir.
vi-Engellemeli (Inhibisyonlu) Biiyiime

Ozellikle atik gideriminde, ortamda toksik veya engelleyici (inhibitor) bilesikler
mevcuttur. Bu bilegikler organizmalarin bityiimesini ve BOI/KOI giderimini yavaslatir.
Ayrica yiiksek besi (BOI; KOI vb.) ve iiriin derigimleri de engellemeye neden olur. Bu

durumlarda hiz esitligi, engelleme (inhibisyon) terimini igerir.
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i- Besi (BOI/KOI) Engellemesi (Substrat Inhibition)

Yiiksek besi maddesi konsantrasyonlarinda, besi engellemesi (inhibisyonu) gézlenir.
Bu inhibisyon genellikle rekabetsiz engelleme olmakla beraber, bazi 6zel durumlarda
rekabetli inhibisyon da olabilir.
Limax
Rekabetsiz Inhibisyon:p = (2.24)
(I+Ks/S)(1+S/Ka)

Limax S
Ks>>Ks ise p= (2.25)
Ks+ S+ 5*/Ks
LimaxS
Rekabetli Inhibisyon: p= (2.26)
Ks(1+S/Ks) + S

Besi inhibisyonu, besinin ortama yavag yavas ilavesi ile (fed-batch) giderilebilir.
Besi maddelerinin bliyiimeyi engellemesi konusunda yapilan deneylere ilskin olarak

olarak amonyak inhibisyonu ayrintilanyla incelenmistir:
Amonyak (NH3) Inhibisyonu

Azot, atiksularda amonyak, nitrit, nitrat ve amino asitler gibi bilesiklerde bulunur.

Biyolojik pargalanma sirasinda organik azot, amonyaga doniistiiriliir.
Amonyak, kemolitoototrofik bakterilerce nitrite okside edilir. Bu iste en 6nemli tiir

Nitrosomonas europaea adli, kisa gubuk seklinde, 1x1.5 pm uzunlugunda ve

kutupsal bir flagelluma sahip bakteri grubudur. Katabolizmasi su sekildedir:

NH4" + 3/2 Oz ——-> NO2 + H20 + 2 H20 + 240 +350 kJ (2.27)
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Gorildigi gibi, denklem igin yiiksek miktarda oksijen gereklidir ve pH kontrolii

yapilmadiginda pH diiser. Katabolizma ve anabolizma su gekilde gergeklesir:

55 NH4" + 76 02 + 109 HCO3™ ~-—- > CsH7NOz + 54 NOz" + 57 H20 + 104 H2COs
(2.28)

En énemli nitrit oksitleyici ise Nitrobacter winogradskiy adl, kisa gubuk (0.5 x1 pm)

seklinde, kok olarak da goriinebilen ve Nitrosomonas ile ortak-yagam halinde olan

bakteri grubudur.Katabolizmast,

NOz +1/2 Oz —-- >NO3+ 65 +90 kJ (2.29)

Nitrosomonas’a gore biiyimek igin daha az enerji saglar. Katabolizmast ve

anabolizmast su gekildedir:

400 NOz + NHs" + 4 H2CO3 + HCOs™ + 195 Oz -—-- > CsH7NO:2 + 3 H20 + 400
NOs”
(2.30)

Nitrobacterlerin NHa'-N’ini biyosentez igin gereksindikleri diistiniilmektedir.

Amonyak, iyonize olmamis bigiminde Nitrosomonas igin gergek elektron vericisidir
(substrat), giinkii hiicreye taginimi, NH4" gibi iyonize bir molekiiliin taginimindan daha

az enerji gerektirir.

Besi inhibisyonu son on yilda tanimlanmustir. Besi inhibisyonunun en basit tanimi

Haldane kinetikleriyle verilmistir:

C (NH3-N) C
1 = max (2.3 1)
Ksk + C (NH3-N) + [C (NH3-N)]?/ Kl K’ +C’
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C (NH3-N)  : Amonyak azotu derigimi, (kiitle/hacim),

Ksu
Kin
C2
K’

: Iyonize olmamug substrat igin doygunluk sabiti, (kiitle/hacim),
: Iyonize olmamug substrat igin inhibisyon sabiti, (kiitle/hacim),
: Coziinmiig oksijen konsantrasyonu, (kiitle/hacim),

: Oksijen doygunluk sabiti, (katle/hacim).

(2.31) denklemindeki ikinci faktor oksijen sirlamasim gostermektedir. Eger C'>> K’

ve Kin >> [C (NH3-N)]%ise, (2.31) denklemi,

C (NH:-N)

H = Hmax (232)

olur.

Ksu + C (NH3-N)

Amonyak inhibisyonu, pH < 9 ve ¢(N) < 65 mg/l (NH+-N + NH3-N) ise her zaman

ihmal edilebilir.

NH4" - >NHs + H' (2.33)

denkleminden
C(NH4-N) x 10
C(NH3-N) = (2.34)
Ka
elde edilir. Burada
6344
Ka=exp ( ~—-—-—-- ) (2.35)
273+ T

formiilityle verilen denge sabitidir ( T, °C olarak sicaklik).

(2.34) ve (2.35) denklemlerinden
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C (NHs-N)
L = [Amax (2.36)
Ks + C (NH4-N)
veE
Ks= Ksu Ka 1077 (2.37)

elde edilir. (2.36)) denklemi diigitk amonyak konsantrasyonlu tiim kinetik ¢aligmalarda

ve atiksu antma tesislerinde nitrifikasyon modellemelerinde yaygin olarak kullanilir.

Yapilan birgok galigmada, sinirlayici besin olarak amonyak igin bulunan
Ksu=0.71 mg/l NH3-N ve,
Kitu = 540 mg/l NH3-N

degerlerin pH’tan etkilenmedikleri gézlenmistir (Wiesmann, 1994).

2.3.2.2 Yan Siurekli Biiytime

Bu igletme bigimi “kesikli besleme” adiyla da bilinir. Besi maddeleri (atik), reaktore
cikis akimi olmadan siirekli-yan siirekli olarak wverilir ve reaktdr hacmi belli bir
seviyeye geldikten sonra bosaltilir. Genellikle yiiksek besi konsantrasyonlarinda ya da
toksik madde igeren atiklarin gideriminde kullanilan bu igletme sekli sok etkileri onler

ve atik giderme hizint artinir.

Sistem once kesikli olarak baglatilir. Organizmalar ortama aligtirilir ve organizma
konsantrasyonu ytikseltilir. Kesikli biiyiimenin sonunda hiicre konsantrasyonu
Xm=YSo ve S=0 olur. Bu durumda sisteme, besi maddeleri Q hiz1 ve So
konsantrasyonu ile siirekli olarak beslenmeye baglanir. Atiksu hacmi belli bir seviyeye

geldiginde (Vm), beslenme kesilir ve reaktér bogaltilir.
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2.4 Aktif Camur Siirecinde Aktif Biyokiitle Belirlenimi
2.4.1. Aktif Biyokiitlenin Onemi

Aktif gamur sistemlerinde kinetik modellerin ve yeni tasarim kriterlerinin gelismesiyle
birlikte biiyiime hiz1 gibi kinetik degerler giderek daha gok onem kazanmustir. Ozgiil
bitylime hizlari, aktif gamurdaki biyokiitleyi 6lgecek basit ve yeterince dogru sonuglar
veren bir ydntemin olmamasi nedeniyle gogu zaman karnigik sividaki askida kat1 madde
(MLSS), ugucu askida katt madde (UAKM) ya da aktif camur KOI’si temelinde
hesaplanirlar. Bu uygulama tatmin edici olmamaktadir, zira 6zgiil biiyiime hizlar,
dikkate alinan ¢amur kiitlesine gore biiyik oranda degigebilmektedir (Liebeskind and
Dohmann, 1994).

Atiksu antma tesislerindeki aktif ¢amur kitlesi sadece biyokiitleyi degil, bilinmeyen
bilesimlerde yiiksek miktarda organik ve inorganik maddeleri de igerir. Atiksu igindeki
¢coziinmiiy organik maddeleri metabolize eden, bagka bir deyigle aritma iglemini
gergeklestiren kisim biyokiitledir. Bu bakimdan 6zgiil titketim ve biiyiime hizlar1 gibi
kinetik degerlerin hesaplanmasinda dikkate alinmasi gereken kisim da biyokiitledir.
Dolayistyla bu degerlerin dogru ve hassas bir gekilde 6lgiilebilmesi igin biyokiitleyi
diger gamur bilesenlerinden ayirabilecek bir yontemin gelistirilmesi zorunludur. Oysa

bu ¢camur bilesenleri arasinda ayirim yapmak ¢ok zordur.

Hatta bazi durumlarda “canli biyokiitle” ile “aktif biyokiitle” terimleri, birbirinden
onemli derecede farkh aktif gamur kisimlar olarak ele alinirlar. Bu, 6zellikle gelen
attksu igindeki bazi kirleticilerin mikroorganizma metabolizmasini engelledigi
durumlar i¢in gegerlidir. Bu bakimdan, siirekli izlenmenin amaglandigt .yerlerde
aktivite verileri daha onemli iken, modelleme amaglt (evsel antma tesislerine iliskin
genel parametrelerin belirlenmesi diigiiniildiigiinde) galigmalarda uzun erimli olgular
daha 6nemlidir ve ortama adapte olmug aktif gamurun ortalama canli biyokiitlesinin
¢amurun ortalama aktif biyokitlesi ile 6zdes oldugu disiniilir (Liebeskind and

Dohmann, 1994).
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Bu noktaya kadar aktif biyokiitle konsantrasyonu X ile gosterildi. Bu gosterim genel
olarak gegcerlidir, ancak sistemdeki gergek aktif biyokiitlenin 6lgiilmesi gerektiginde,
yukanda sozedildigi gibi, sorunlar ¢ikmaktadir. Cogunlukla, ugucu askida katt
maddenin (UAKM) bu parametreyi yeterince 6l¢tiigi digiiniiliir. Suda ¢oziinebilen bir
atigin arttimy, aktif-biiyiiyen, aktif-buylimeyen ve kalici organik kisimlara sahip bir flok
iiretir. Atiksuyun ¢oziinemeyen ve biyolojik olarak pargalanamayan organik maddeler
icerdigi kogullarda durum daha da karmagiklagir. Bir 6rnek olarak McKinney, evsel
attksuyu arttan bir aktif ¢amur igin aktif biyokiitlenin, kangik sividaki askida kati
maddenin (MLSS) sadece % 30-% 50’sini temsil ettifini 6ne siirmigtiir. Bu degerler,
uzun havalandirma siireglerinde % 10’un altina kadar diiger. Weddle ve Jenkins ise
aktif ¢camurdaki aktif heterotrofik mikroorganizma igeriginin kangik sividaki ugucu
askida kati maddenin (MLVSS) % 10 ile % 20’si arasinda oldugunu belirtmiglerdir.
Her iki durumda da aktif biyokiitleye iligkin UAKM 6lgiimlerinin giipheli oldugu
agiktir,

Ham atiksunun biiyilk oranda biyolojik olmayan askida organik madde igerdigi
durumlarda, aktif biyokiitle olgisii olarak UAKM kullanildiginda bu tutarsizliklarin
daha da artacag belirtilmigti. MLVSS’deki gergek aktif biyokiitle yiizdesinin biyolojik
kati alikonma siiresinin (¢amur yagt; BSRT) bir fonksiyonu oldugu agiktir ve bu yiizde

metabolize edilmemis organiklerin varhginda daha da azalir (Benefield, 1980).
2.4.2. Aktif Biyokiitlenin Belirlenmesi

Biyokutleyi belirlerken hedef, organik atiklari metabolize eden, dolaysiyla aktif bir
durumda bulunan bakterilerin belirlenmesidir. Bu konuda gimdiye kadar yapilan
kapsamlt galigmalara ragmen verili bir durumda hangi parametrenin biyokiitle igin en
uygun oldugu sorusuna hala bir cevap bulunabilmis degildir. Bunun agiklamasi, alinan
numunelerde mikroorganizmalar1 saymanin ya da biyokiitleyi belirlemenin agir
zorlugu, ve hangi yontemin kullanilacag: sorusunun birden fazla cevabi bulunmasidir.
Kullanilacak yontem numune alinan yerdeki egemen ¢evresel kosullara, ve istenen

secicilik ve hassasliga bagl olarak degisebilmektedir.
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Biyokiitleyi belirlemek veya bakterileri saymak igin temelde iig yaklagim mevcuttur:

(1) Dogrudan sayma islemleri; bunlar genelde sayimdan once florasan ile
renklendirme islemlerini de igerir. Bu yontemler, 6lii ve canli maddelerin birbirinden
aymmlmasinin giigliifi nedeniyle gogunlukla biyokiitleyi oldugundan daha biiyiik bir
degerde gosterirler. Bu sorunu ¢ozmek i(;in'saylmdan once bir numunedeki canlt

bakterilerin metabolik olarak ifade edilmesini kapsayan birgok teknik geligtirilmigtir.

(2) Canli sayma islemleri; karigtk stvinin seyreltilmis ve dagitilmig (dispersed)
siispansiyonlarinin bir besiyer yiizeyine yayilarak belli bir sicaklikta (genellikle 20 °C)
belli bir siire ( 7 giine kadar) icin inkiibe edilmesinden ve bu siire iginde olusén
kolonilerin sayilmasindan olugur. Bu ve buna benzer yontemlerin temel sorunu,
bakterilerin biiyliyecegi ortamin seciminden kaynaklanan segiciligin bakteri sayisinin,
dogrudan sayma iglemlerinin tersine, oldugundan daha az bir degerde goriinmesine
neden olmasidir. Droste and Sanchez (1983)’te sayilan canli hiicrelerin solunum yapan
veya toplam hiicre sayisimn kiigitk bir yiizdesini olusturdugu ve bu nedenle besiyerde
sayma iglemlerinin karigik bir kiltiirdeki aktivitenin tahmin edilmesine iliskin giivenli
bir yontem olmadigt belirtilmigtir. Ayrica yontem agisindan biyolojik floklarin
dagitilmasi ve seri seyreltmeler yapilmasi gerektigi, ve ortamdaki bu siddetli

degisikliklerin de bakteri populasyonu tizerinde gok etkileri oldugu ifade edilmistir.

(3) Biyokimyasal bir iindikator yardimiyla biyokiitle olgiimii; bu yontemlerde
biyokiitleyi yansitmak lizere genellikle hiicre bilegenlerinden biri olan bir indikatdr
miktar1 olgtilir ve bu indikatériin hiicredki miktari temel alinarak degerler aktif
biyokiitle cinsinden ifade edilir. Ozellikle son yillarda biyokiitle hakkinda yapilan
¢aliymalar, geleneksel, yani tim o6li, inaktif ve aktif hiicreleri 6lgen yontemlerden
ziyade, bu tiir yontemler tizerinde yogunlagmistir. Simdi amag, belli sabit bir oranda
tim bakterilerde bulunan ve aktivite gibi farkli ortamlarda hizli bir gekilde yon

degistirebilen metabolik bir indikatoriin bulunabilmesidir (Jensen et al, 1988).

Bu yontemlere iligkin sinirliliklar ise daha gok bu degerlerin biyokiitleye gevrilmesiyle
baglantiidir. Liebeskind and Dohmann(1994)’te olgiilen herhangi bir aktif ¢amur
bileseninden (karbonhidratlar, protein, UAKM, ATP, DNA vb.) biyokiitlenin
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hesaplanmasina olanak verecek uygun bir matematiksel gevirme faktoriiniin
olamayacagl belirtilmigti. Bunun nedeni bir yandan &lgilen bu bilegenlerden
bazilarinin yalmiz biyokiitle iginde bulunmamasi, 6te yandan da aktif ¢amur
mikroorganizmalarinin besinsel kosullarinin sabit olmamasidir. Mikroorganizmalarin
icerdikleri polimer miktarlari ¢amur yiikleme hizina bagli olarak degisebilir. Bu
bakimdan sabit bir ¢evirme faktoriintin bulunmast olanaksizdir (Liebeskind and

Dohmann, 1994).

Bu yontemlerden en ¢ok kullanilanlar adenosin trifosfat (ATP), dehidrojenaz enzimi
aktivitesi ve deoksiriboniikleik asit (DNA) olgiimleridir.(Droste ve Sanchez, 1983)
Bunlara protein de eklenebilir (Kargi, 1995).

ATP iceriginin Olgiimii

ATP enerji depolamast ve transferinde kullandan bir molekildiir. Biyolojik
reaksiyonlarda enerji, ATP ile yiiksek enerjili fosfat bagi halinde depo edilerek

kullanilir. Bu bakimdan hiicre metabolizmasinda temel bir rol oynar.

Biyokiitlenin belirlenmesine ATP kullanilmasi, sézkonusu alanda dogru ve tutarlt
sonuglar veren yontemlerden bir tanesidir. Bu yontem ATP ekstraksiyonunu, buna
saflagtinlmig luciferin-luciferase enzimi eklenmesini ve ATP’nin bir biyosayicida
(biocounter) gk birimi olarak okunmasimi kapsar. Bu degerin ATP degerine
cevirilebilmesi igin deneyden once bilinen ATP standartlariyla kalibrasyon egrisinin

¢tkariimasi gerekir (Jensen et al, 1988; Droste and Sanchez, 1983).

Daha sonra, elde edilen bu ATP igerigi bir gevirme faktorii ile canlt hiicre sayisina
(6rnegin, 10-6 ng ATP / hiicre (Jensen et al, 1988)), ya da biyokiitle miktarina
(6rnegin 0.9-1.3 ug ATP / mg aktif hiicre kiitlesi, (Droste and Sanchez, 1983))

gevirilir.

Jensen et al. (1988)’de, biuyliyen kiiltirlerde ATP’nin mikrobiyal aktivite ile gok iyi bir
korelasyon gosterdigi, ancak aritilmamug atiksu ile yapilan deneylerin, biyokiitle/ATP

oranimn degisen fizyolojik kogullara gore degisebilecegi yargisim dogruladif
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belirtilmektedir. Buna ragmen diger biyokutle parametrelerine nazaran en iyi sonuglar

veren biyokiitle parametresi olarak ATP verilmigtir.

Droste and Sanchez(1983)’te de g¢ok sayida organizmann iiretilen ATP molii bagina
10.5 g hiicre malzemesi trettii ve bu sabitligin, mikrobiyolojik aragtirmalarda
kullanilan substrat ve ortamin az gegsitliligine atfedilmesine ragmen pek gok aragtirmact
tarafindan “evrensel sabit” olarak alindigina deginilerek ATP tiretimi ile hiicre sentezi
arasindaki yakin iligkiye dikkat ¢ekilmistir. Burada da karigik bir mikrobiyal kiltiirde

aktivitenin en iyi tahminini ATP’nin sundugu belirtilmistir.
DNA iceriginin Olgiimii

DNA, bakterilerin g¢ekirdeksel (nuclear) bolgesinde bulunan ve tim hiicre
bilesenlerinin yeniden iiretimi igin gereken tiim kalitsal bilgiyi iginde tagiyan maddedir.
Bu bakimdan hiicrenin helyografi olarak diigiiniilebilir (Tchobanoglous and Burton,

1991).

Bakterilerde DNA, temel olarak kromozom olarak adlandinlan tekil, uzun yuvarlak
molekiilde bulunur. Bakteriyal kromozom agildiginda hiicrenin kendisinden yaklagik
bin kat daha uzun olabilir. Plasmidler denilen ve kromozomdan bagimsiz bir sekilde
kopyalanan daha kiigiik molekiillerde de bir miktar DNA bulunabilir. Bakteriyal
plasmidler gogunlukla bakterileri antibiyotiklere karsi direngli yapan genler tagirlar
(Davis et al., 1990).

Bu yontem, aktif gamurda, santrifiijleme ve sodyum kloriir ile yikamadan sonra HCIO4
ile DNA ekstraksiyonu yapilmasini ve difenilamin reaktifi ile yaklastk bir giinliik bir
reaksiyondan sonra kolorimetrik dlgiimle (595 nm; Liebeskind and Rohmann, 1994)
DNA miktarinin belirlenmesini igerir. Burada da deneylerden 6nce bilinen DNA

miktarlartyla kalibrasyon egrisi gikarilir.

Liebeskind and Rohmann (1994)’e gore aktif gamur mikroorganizmalarinin ortalama
besinsel kogullart deZisebilse de ortalama genom biyukligia degismeyebilir.

Dolayisiyla DNA ile mevcut mikroorganizma sayisi arasinda bir oranti faktori
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bulunabilir. Mikroorganizma genomlari, bazi istisnalar olmakla birlikte yaklasik 4 -
5x10° temelgift (basepair) igerirler (6rnegin E. Coli 4.35 bp). Aktif ¢amur saf bir
kiiltirden ziyade yiiz veya bin mikroorganizma tiriniin bir biyokoenosisini
(biocoenosis) temsil eder, dolaystyla 4.5 bp’lik bir ortalama genom biiyiikliigii kabul
edilebilir. Olii mikroorganizmalarin serbest DNA’lann da canh biyokitle tarafindan
hizla pargalanir. Buradan, DNA verileri kullanilarak mevcut mikroorganizma sayist
kolaylikla bulunabilir. Ote yandan mikroorganizma genomlar intron igermedigi igin
aktif ¢amurlarin ortalama aktivitesi ve DNA igerigi arasinda da orantisal bir faktor

bulunabilir.

Yine aym kaynakta bilinmeyen aktif ¢amur bilesenlerinden ve ozellikle demirden
fazlastyla etkilenmesine ragmen DNA 6l¢timiintin basit, hizli ve tekrarlanabilir olmasi

bakimindan en iyi aktivite 6lgme yontemi oldugu belirtilmektedir.
Dehidrojenaz Enzim Aktivitesinin Olgiimii

Bu teknik florasan mikroskopisinin kullanimini ve dehidrojenaz enzimlerinin
aktivitesini kapsar. YoOntem solunum yapan organizmalarin elektron taginimi
sisteminin 2- (p-iyodofenil)-5-fenil tetrazolyum kloriri (INT) INT-formazana
indirgemesi ilkesine dayamir. Solunumun yogunluguna bagli olarak bakteriler, optik
olarak yogun, koyu kirmiz1 hiicre-igi lekeler seklinde birtkmis INT-formazan igerirler
ve bu lekeler 15tk mikroskopisinde incelenebilir. Formazan tespiti, AOE (acridine
orange epifluorescence) ile birlegtirilerek bakterilerin kalintilardan (detritus) ayirt
edilmesine, ve solunum yapan ve yapmayan hiicreler arasindaki farkliigin

gozlenmesine olanak veren bir yontem geligtirilmigtir.

Droste and Sanchez (1983)’te dehidrojenaz enzimleri aktivitesinin diger yontemlerle
kargilastirildiginda 1yt ve tutarli sonuglar vermedigi belirtilmektedir. Bunun
nedenlerinden birisi, flok dagitma ve seyreltme islemlerinin, besiyerde canli hiicre
sayiminda oldugu gibi, populasyon tizerinde gok etkiler yaptigt ve dolaysiyla test
sirasindaki enzim aktivitesini de etkiledigi seklindedir. Bagka bir neden de canli hiicre
basina solunum hizlarinin sabit olmamast ve diisiik bityiime hizlarinda daha da artmas:

olarak ifade edilmigtir.
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Bu yontemlerin diginda daha farkli yollarla biyokiitleyi olgebilecegi diisiinilen
parametreler ve bu parametrelere iliskin 6lgme yontemleri de mevcuttur. Bunlardan en

bilinenleri optik yogunluk ve oksijen tiiketimidir.
Optik Yogunluk

Spektrofotometrede dogrudan absorbans 6lgtimii yoluyla yapilir. Dalgaboyu Jensen et
al. (1988)’de 450 nm, Kargi (1995)’te ise 600 nm olarak verilmigtir. Absorbans bir
cevirme faktori ilé biyokﬁﬂe cinsinden ifade edilir. Bu gevirme faktorii tartilmig ve
kurutulmug bakteri biyokiitlesinin bilinen degerlerine gore elde edilen absorbans

degerlerinden hesaplantr. (Ornegin, birim absorbansta 250 ng/ml, Jensen et al., 1988).

Segici olmamast ve yogun flok igeren antilmamig atiksularda kullanilamamast en

bilyiik dezavantajlanidir. Kullanim alan: saf ve biiyiime kiiltiirleri ile sinurhdir.
Oksijen Tiiketimi

Aktif biyokiitlenin organik atiklari metabolize ederken oksijen kullanmasindan
hareketle tiiketilen oksijen miktarinin 6lgiminiin aktif biyokitle igin bir gosterge
olabilecegi diigiiniilmigtiir. Olgiim basitge nimunenin igindeki ¢oziinmis oksijen

derigiminin bir oksijen elektrodu yardimiyla 6lgiilmesine dayanur.

Droste and Sanchez(1983)’te 6zgiil ¢oziinmis oksijen tiketimi hizinin belli kosullar
altinda aktiviteyi gosterebilecegi, ama bunun tiim kosullarda gegerli olmadig1
savlanmigtir. Aerobik metabolizmada oksijene duyulan ihtiyag, temel olarak, oksijenin
elektron tagimimi zincirinde merkez (terminal) elektron alicist olmasiyla ilgilidir.
Dolayisiyla tiketimi de ATP tretimi ile baglantilidir. Bakteriyal tirler iginde ATP
sentezi igleminin bilegenleri arasinda bir birbirine benzerlik olmadig1 ve bir bakterinin,
substrat bilesimi ya da ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu gibi ortam kogullarina baglt
olarak alternatif elektron taginimi yollant kullanabilecegi bilinmektedir. Bu bakimdan
indirgenen oksijen atomu bagina sentezlenen ATP molekili sayist karigik kiiltiirlerde

sabit degildir ve ortam kosullarina ya da baskin olan turlerdeki dedismelere bagl
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olarak Onemli miktarda degisebilir. Bakteriler, oksidatif fosforilasyonun farkl
bigimlerine sahip alternatif elektron taginimi yollart ve ATP hidrolizi ile hiicre sentezi
ve solunum arasindaki ba§i koparabilirler. Kaldi ki, solunum hizinin da biyokiitle
gostergesi olamayacag: belirtilmigti. Ve dahasi, oksijen titketim hizi, kangik sividaki,
yani hiicrenin digsal bir elemanindaki, ¢ozinmiis oksijen konsantrasyonu ile
yapilmaktadir ve dolayisiyla bu hiz olgiimleri, ortamdan gelen engellemelere maruz
kalir ve ayrica oksijenin biyolojik flok igine girebilme etkinligine baglidir. Tiim bunlar
g6z oniine alindiginda oksijen titketim hiz1 ile hiicre sentezi arasinda yakin bir iligki

olmadif1 sonucuna varlmgtir (Droste and Sanchez, 1983).

Son olarak Benefield (1982)’de, aktif biyokiitle 6lgiimlerinde, MLVSS 6lgiimlerinin
de, en az yukanda sozii edilen karmagik ve zor yontemler kadar dogru ve tutarh

sonuglar verdigi belirtilmektedir.
2.4.3 Proteinler
2.4.3.1.Proteinlerin Yapist

Proteinler hiicrelerin % 40 - % 70’ini tegkil eden, aminoasitlerden olugmug

makromolekiillerdir. Molekiil agirliklar 6x10°-3x10° arasinda degisir (Kargt, 1995).

Proteinler karbon, hidrojen, oksijen, azot ve bazi durumlarda da kiikiirt igerirler. Bu
elementlerin atomlart aminoasit denilen molekiler altbirimler olusturmak {izere
siralanirlar. Aminoasitlerin hepsi aym karbon atomuna baglh bir amino grubu (-NHz)
ve bir karboksil grubu (-COOH) igerirler, ancak “R” gruplari ad1 verilen yan zincirleri
farklidir. Sekil 2.4’te tipik bir a-aminoasit gosterilmektedir. Ornegin en basit aminoasit
olan glisin R grubu ya da yan zincir olarak bir hidrojen atomuna sahip iken alanin bir

metil (-CH3) grubuna sahiptir (Davis et al., 1990).
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H
H2N - C - COOH
R

Sekil 2.4. Tipik bir a-aminoasidin yapist (Kargt, 1995)

Aminasitlerin -COOH grubu asidik, -NH2 grubu da baziktir. Yiiksek pH degerlerinde
(pH>pKa) aminoasitler negatif yiklu, digik pH degerlerinde (pH<pKa) pouzitif
yukliidiirler. Ortalama pH degerlerinde aminoasitler pozitif ve negatif gruplar igerirler

ve “Zwitterion” adin1 alirlar (Sekil 2.5).

H
HsN - C - COO-
R

Sekil 2.5. Zwitterion (Kargi, 1995)

Bir aminoasidin yiiksiiz oldugu pH, izoelektrik noktas: olarak bilinir. Izoelektrik

noktasi -R grubuna bagli olarak degisir (Kargi, 1995).

Aminoasitler, bir molekiiliin karboksil grubunun bagka bir molekiiliin amino azotuna
baglanmasi yoluyla kimyasal olarak birlesirler. Tki aminoasidi baglayan bu kovalent
bag peptid bagr olarak bilinir. Iki aminoasit birlestiginde bir dipeptid olugur,
aminoasitlerin daha uzun bir zinciri ise bir polipeptid olusturur.. Polipeptidler
genellikle 50’den az aminoasit igerirler. Daha fazla aminoasit igeren zincirlere protein
ad1 verilir. Bazi proteinler organik ve inorganik gruplar igerirler ve bunlara prostetik
grup adu verilir. Prostetik grup igeren proteinlere konjuge protein denir. Hemoglobin

bir konjuge proteindir.

Aminoasitler ribozomlar tarafindan karmagik bir islem sonucu birbirlerine baglanirlar,
ancak bu islem polisakkaritlerde oldugu gibi gelisigiizel bir sekilde degil, belirli bir
dizilis sirasina gore yapilir. Biyolojik proteinlerde bulunan 20 tiir aminoasit Sekil
2.6’da verilmektedir (Kargi, 1995).
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R Grubu ’ " sim ‘Kisaltitmis isim Staif
'—H . . . . M
T . . Glisin_ . GLY Alifatik
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Sekil 2.6. Protein olugturan aminoasitler (Kargi, 1995)

Proteinlerin iig boyutlu yapist dort seviyede incelenebilir. Birincil yapi, aminoasitlerin
diziliy sirasidir. Her protein sadece belli bir aminoasit kompozisyonuna degil, ayni

zamanda sirasina da sahiptir. Birincil yapi, lineer yapidir ve tig boyutlu yapiy: belirler.

Proteinlerin ikincil yapist, aminoasttler arasindaki (-COOH ve -NH2 gruplari) hidrojen

baglari ile belirlenir. 1ki tiir ikincil yapt vardir: a.Helis, b.Tabaka. Helis yapis1, a-helis
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ya da tiglii helis olabilir. A-helis yaptdaki bir aminoasidin -COOH grubu ile dort tnite
otedeki aminoasidin -NHz gruplan arasinda hidrojen bagt olusur. Uglii helis yapida
(kollagen), iig helis halat gibi sanlarak saglam bir yapi olusturur. Tabaka yapisinda,
aminoasit zincirleri arasinda hidrojen baglar1 olugur. Tabaka yapi, a-helis yapidan daha

saglamdir.

Ugiinciil yapi ise, yan gruplar (R- gruplar)) arasindaki etkilesimden kaynaklanir.
Aminoasit zincirinin katlanmasi ve biikiilmesi tigiinciil yapiy1 teskil eder. Yan gruplar

arasindaki etkilegim kovalent, hidrojen ya da kikiirt baglarindan olusur.

Birden fazla polipeptid igeren proteinler dordiincil bir yapiya sahiptirler. Polipeptid
zincirleri/  yumaklart arsindaki etkilesim dordiinciil yapiyir belirler. Alt initeler
arasindaki etkilesim ¢ift kiikiirt baglart ya da van der Waals gibi zayif baglar olabilir
(Kargi, 1995).

2.4.3.2 Proteinlerin Ttirleri

Fiziksel yapu itibartyla iki tiir protein vardur: Fiber(lif) proteinler ve yumak (globular)

proteinler. Fonksiyonlar: bakimindan ise proteinler bes ana grupta toplanabilirler:

1. Yapisal Proteinler : Kollogen, keratin, glukoproteinler
2. Katalitik Proteinler : Enzimler

3. Taginim Proteinleri : Hemoglobin, serum albumin

4. Diizenleyici Proteinler : Hormonlar (instilin)

5. Koruyucu Proteinler . Antibodiler, thrombin
2.4.3.3 Bakteri Hiicrelerinde Proteinler
Hiicrelerdeki proteinler, hiicrenin tiirine ve ortamin kosullarina bagl olarak tiir ve

miktar bakimindan farklilagsalar da, yapisal ve katalitik proteinler, tiim hiicrelerde en

biyiik protein gruplarint olustururlar.
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Basit prokaryotlar olan bakterilerde yapisal proteinler genellikle hiicre duvar iginde ve
etrafinda  bulunurlar.  Sitoplazma membramt ile  kapsiil ihtiva eden
mikroorganizmalardaki kapstil yapisi arasinda bulunan ve bir takim tabakalardan
olusan hiicre duvari, gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerde degisiklikler gosterir.
Gram-pozitiflerde duvar baglica peptidoglikan ve teykoik asitlerden olustugu halde
gram-negatiflerin duvar yapisinda peptidoglikan, lipoprotein, dis membran ve

lipopolisakkarid tabakalar1 bulunur (Kiligturgay, 1992).

Gram-pozitif bakterilerde proteinler hiicre zarinda molekiiller halinde bulunurlar.
Gram-negatif bakterilerde ise hiicre duvarinda daha fazla protein mevcuttur.
Lipoprotein tabakast dig membran ile peptidoglikan tabakay: ¢apraz baglarla baglayan,
degigsik yapidaki lipoprotein molekillerinden olugmugtur. 57 aminoasitten olusan
protein komponenti, peptidoglikon tabakada yer alan tetrapeptid yan zincirlerinin
diaminopimelik asit kahntilaniyla peptid baglan aracihigiyla baglanti kurar. Gram-
negatif bakterilerin protein igerigi en bol olan bileseni lipoprotein tabakadir.

Fonksiyonu dig membram stabilize etmek ve peptidoglikan tabakay baglamaktir.

Dis membran ise iki tabakali bir fosfolipid yapidir. Sitoplazmik membranda oldugu
gibi, dig membranda da, fosfolipid matrikse gémiilmis spesifik protein gruplarindan
olugmus bir stvisal mozaik yap1 s6z konusudur. Dig membran, periplazmik proteinlerin
dig ortama sizmasin1 onler. Bu membranda bulunan protein yapisindaki porlar, diigiik
mol agirlikl soliitelerin gegmesiné izin verdigi halde, bilyiik molekiiller dig membrana

nispeten yavag penetre olurlar.

Dig membranin major proteinlerinin ilki matriks proteini adini alan ve dig membranin
her iki yiiziine de penetre olmus olan trimetrik proteinlerdir. Matriks proteinleri,
kugik hidrofilik solitelerin membrana difiizyonunu saglayan nispeten non-spesifik
porlar olustururlar. Por olusumunda rolii olan ikinci grup proteinler ise daha fazla
spesifite gosterirler. Ugiincii grup major proteinler ise por olusumu ile ilgisi
bulunmayan, fakat bu yapiyr peptidoglikan tabakaya baglayan ve ayni zamanda seks
piluslart aracilif ile yapilan konjugasyonda rolii olan seks pilus reseptérleridir. Dig

membranda bunlardan bagka daha az miktarda bir seri protein daha bulunmaktadir.
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Minér proteinler denen bu yapuar kiigik molekiillerin gegislerinde goérevlidirler
(Kiligturgay, 1992).

Bir de dig membran ytizeyinden disartya dogru gikan ve hiicrenin dis ortamu ile, gerek
bagka hiicrelerle, gerekse mesajct molekiiller ile iletisimini saglayan glikoproteinler
vardir. Bunlar hiicre agisindan, 6zellikle savunma (bagigiklik) sistemi baglaminda ¢ok
onemli gorevler iistlenen proteinlerdir. Karbonhibratlarin bagli oldugu bu proteinlerin
bir kismu membrana gomiilii iken bir kismi da membrana gomiili olmayip hiicre
yiizeyine gevsek bir sekilde baghdir (gevresel proteinler). Bu proteinlerin timu
kendilerine bagh karbonhidratlarla birlikte oldukg¢a yogun bir tabaka (glycocalix)

meydana getirerek hiicre igin koruyucu bir 6rtii olustururlar (Davis et al, 1990).

Bunun yaninda peptidoglikan tabaka ile dig membran arasinda bulunan periplazmik

tabakada da ¢ok sayida protein ve enzim bulunmaktadir.

Gram-negatif bakterilerin anlatilan saglam duvar yapisi, bu bakterileri, gram-pozitiflere
nazaran, diy etkilere (antibiyotikler gibi) karst daha dayanikli kilmaktadir (Kiligturgay,
1992).

Metabolizmanin temeli olan enzimler ise, bakterilerin yasamla ilgili fonksiyonlarini,
gerek onun genetik, gerekse iginde bulunulan ortam kosullarina gore yiiriitirler.
Enzimler canli hiicreler tarafindan olusturulan, biyokimyasal reaksiyonlar: katalize
eden, gok kiigiik miktarlar ile etkili olabilen ve reaksiyon sonunda yap1 ve miktari

degismeyen organik molekiillerdir.

Protein yapisinda olan her bir enzim, 6zgll bir biyokimyasal reaksiyonu katalize eder
ve yalniz kendi substrati ile birlesir (enzim-substrat bilegigi). Bakteri metabolizmasi
sirasinda meydana gelen kimyasal reaksiyonlar gogunlukla birden fazla sayida enzim
tarafindan katalize edilirler. Her enzim kimyasal reaksiyonun bir basamaginda yer alir
ve sonugta reaksiyonun tamami ortaya gikar. O halde metabolizma olaylarinda enzim
sistemlerinden s6z etmek gerekir. Ortamdaki besin maddelerinin pargalanip hiicre
zarindan gegebilecek hale gelmesi, enzim sistemlerinin ¢alimast sonucu

gerceklesmektedir.
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Enzimlerin etkinligi ¢esitli faktorlerle saglanr:

1. Oncelikle enzimlerin olusturulmasi genetik temele dayanur.

2. Her enzimin en etkin oldugu optimum sicaklik derecesi vardir.
Mikroorganizmalarin iiredikleri sicaklik sinir1, enzimlerin etkinligi igin 6nem tagir.

3. Ortamdaki hidrojen iyonlan konsantrasyonu (pH) enzimatik reaksiyonlarda etkili
bir faktordur.

4. Ortamin tuz konsantrasyonunun artmast enzimatik reaksiyonlarda olumsuz etki
gosterir.

5. Cesitli kimyasal maddeler (agir metaller, asitler, alkaliler, deterjanlar, antiseptikler,
boyalar vb.) ile fiziksel ajanlar (ultraviyole ve X 1ginlar1) enzimlerin yapisim bozarak
etkinliklerini durdururlar.

6. Enzimlerin etkili olduklari substrat yogunlugunun artmasi , etkinliklerini yavaglatir.
7. Metabolik olaylar sirasinda olusan son uriinlerin ortamda birikmesi, enzimleri
baskilamak suretiyle etkinliklerini engeller.

8. Metabolizma sirasinda olugan enerji, ATP halinde depolanir. ATP nin fazla miktarda
birikmesi sonucu, enerji kaynaklarinin ekonomik olarak titketimini saglamak amaciyla,
enzimlerin etkinligi yavaglar. ATP’deki rezerv azalincaya kadar enerji olusumu
baskilanir.

9. Baz1 enzimler kendi substratlarina sterik benzerlik gosteren proteinlerin (allosterik

proteinler) etkisiyle de inhibe edilirler.

Enzimatik etkinlie baglt olan bakteri metabolizmasinda baslica iki tip enzim gorev

almaktadir:

1- Ekzoenzimler: Bakterilerin bulunduklari ortamdaki besin maddelerinin ¢ogu hiicre
zarindan gegebilecek kadar kiigiik ve uygun yapida degildir. Ekzoenzimler, iireme
ortaminda bulunan bu kompleks bilesikleri hidrolize ederek, daha basit ve eriyebilen
maddelere doniistiiriirler. Boylece hiicre igerisine girebilecek hale gelen bu bilesikler,
ya hiicre i¢i, ya da hiicre digi yogunluklarina bagl olarak hiicreye alinirlar veya

permeaz adi verilen bir takim enzimlerin etkisiyle sitoplazmaya aktarilirlar.
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2-Endoenzimler: Bazi hallerde hiicre igine giren molekiiller, oksidasyona elverigli
olmazlar. Bunlarin, birtakim hazirlayict tipte, degisik reaksiyon basamaklarindan
gegmeleri, fosforile olmalar, ve boylece oksidasyona uygun hale getirilmeleri gerekir.
Endoenzimler bu tip hiicre igi metabolik olaylar yiiriten ve gogunlukla sitoplazma

zan civarinda veya sitoplazma iginde etkinlik gosteren yapilardir. (Kiligturgay, 1992)

2.4.3.4 Aktif Camurdaki Protein Igerigi

Aktif camurdaki protein igerigini incelerken canli hiicrelerde bulunan proteinlerin
yaninda hiicre dist (extracellular) polimerledeki proteinlerden de bahsetmek gerekir.
Bu polimerler birbirleri aralarinda fiziksel ve elektrostatik baglar meydana getirerek iig
boyutlu bir gamur floku matrisi olugtururlar. Bu polimerler, gerek bakteriler, gerekse

camurun fiziksel 6zellikleri agisindan 6nem tagirlar.

Aktif gamur, bir polimer matrisi iginde bazi organik ve inorganik maddelerle birlikte
bir ag gibi orilmiy canlt ve 6l mikroorganizmalarin yumaklagmig (floklagmig) bir
stispansiyonudur. Hiicre dist (extracellular) polimerler bu flokun iginde canl
mikrobiyal topluluk igin koruyucu bir bariyer gorevi goriirler ve floka biitiinliigiinii ve
katihgini verirler. Ayrica, mikrobiyal hiicrelerin bir aktif ¢amur sisteminde

floklagmalart da bu hiicre dist polimer malzemesinin varlii tarafindan belirlenir.

Camur flogu matrisi yapt ve bilesim itibariyla oldukga karmasgiktir. Polimer matrisinin
temel bilesenlerinden biri bakteriyal polisakkaritlerdir. Bunlarin yaninda matriste
hiicrelerin pargalanmalarinin sonucu olarak ortaya gikan proteinler ve niikleik asitler
de bulunur. Bu bilesenlerin de farkli fiziksel ve kimyasal Ozellikleri vardir.
Bilesenlerinin kimyasal yapist ve konumuna gore polimerler degisen saglamliklarda
baglar olusturabilirlér. Hucre digt polimerlerde minimum enerji ile birbirine baglanmu,
oldukga gevsek bagli polimerler oldugu gibi (slime tabaka), daha gok bag olasihif:
sunan, lipidler ve proteinler gibi su sevmez (hidrofobik) polimerler de mevcuttur. Su
sevmez polimerler ile hiicre yiizeylerinin su sevmez bolimleri hidrofobik baglar
yapmak yoluyla siki bir gekilde baglanabilirler. Dahasi, flokun ig taraflarinda bakterileri

sikica saran polisakkaritler mevcuttur. Bunlar da kapsiler (capsular) tabakayi
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olugturur. Hiicre dist polimerler flokun, hiicreler ve sudan sonraki iigiincii en biiyiik

bilegenidir (Sanin and Vesilind, 1994).

Hiicre dist polimerlerin protein igerigi konusunda farkli gorigler mevcuttur. Bunun
baglica nedeni hiicre digt polimerlerin kimyasal bilegimine iligkin olarak yapilan
analizlerin ve elde edilen sonuglarn, kullanilan ekstraksiyon yontemlerine, bu
yontemlerin canlt hiicrelere zarar verip vermedigine, ekstraksiyon sicakliklarina, pH’a
ve benzeri faktorlere stki sikiya bagli olmasidir. Ozellikle ekstraksiyon islemlerine
hiicrelerin pargalanmast sonucunda hiicre igi maddeler de ortama yayilmakta ve bu da
hiicre digt polimer miktarina iligkin yanls ve yaniltici sonuglar vermektedir. Daha gok
aktif ¢amur yiizeylerinin fiziksel Ozelliklerini ve bunun ¢okme karakteristikleri ile
iliskisini ortaya ¢ikarmak amaciyla yapilan analizlerde hiicre dist polimerlerin
ekstraksiyonuna iligkin birgok yontem gelistirilmigtir. Bu yontemlerde baglica sorun,
slime tabakanin kolaylikla styirilabilmesine kargin kapsiiler tabakanin, canli hiicrelere
zarar vermeksizin siyirilamamasidir. Hiicrelere sikica bagh olan bu polimer tabakasini
canlt hiicreden tamamen ayirmak, ozellikle karmagik kiiltiirler s6z konusu oldugunda
neredeyse imkansizdir. Dolayistyla bu yontemler, ancak yumak halindeki ii¢ boyutlu
bir yap1 olan flokun sadece dis yiizeyindeki gevsek bagli polimerleri koparabilmekte,
1st ya da kimyasal yollarla flogun dagitilmasina ve ig kisimda bulunan polimerlerin
ortaya  ¢tkarlmasmna  caligildiginda, bu, hicrelere  zarar  vermeksizin

gergeklestirilememektedir,

Hiicre dipt polimerlerin ekstraksiyonu igin gelistirilen yontemlerin en g¢ok

kullanilanlarint kisaca incelersek;
Fiziksel Yontemler

1- Santrifijleme: Atiksu numunelerinin  degisik hizlarda degisik siireler igin
santrifiijlenmesini igerir. Santrifiijleme diigitk hizda olabilecegi gibi (6rnegin 900 G),
yiiksek hizda da (6rnegin 33.000 G) yapilabilir. Daha sonra iist stvida hiicre dist
polimer analizi yapilir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarda santrifiijlemenin gevsek bagl
slime tabakay: kopardii, ancak kapsiiler tabakayr gideremedigi ortaya g¢ikmugtir

(Sanin, 1994). Bunun nedeni olarak floklarin gogunun maksimum hiza, dolayistyla da
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santrifiij kuvvetine ulagilmadan ¢6kmesi gosterilmigtir (Brown and Lester, 1980). Bu
bakimdan santrifiijleme ekstraksiyon iglemlerinde genellikle asil islemden 6nce bir 6n

islem olarak uygulanr.

2- Ultrasonikasyon: Numunelerin bir ultrasonik banyoda tutularak floklarn
dagitilmasin ve ardindan hiicreleri gidermek tizere santrifiijlenmesini igerir. Etkili bir

yontem degildir (Brown and Lester, 1980).

3- Isttma, Kaynatma, ya da Otoklavlama: Cesitli derecelerde gergeklestirilen 1sil
islemlerdir. Bu islemlerin amaci 1s1 yoluyla floklarin dagitilmasidir. Isitma ve kaynatma
islemleri genellikle bir kimyasal islemle birlikte gergeklestirilir (bir ¢oziiciiyle 1sitma,
asit veya alkali ile, ya da benzen ile kaynatma gibi).Bu konuda yapilan deneyler, bu tiir
1s1l iglemlerde hiicrelerin zarar gorebildigi ve deneylerin yaniltict sonuglar verdigini
gostermigtir (Gehr and Henry.,1983). Otoklavlama da aymi sonucu vermektedir

(Brown ve Lester, 1980).

4- Buhar Uygulama: Kaynatma ve otoklavlamanin ters etkilerini azaltmak amaciyla
gelistirilmigtir. Hiicrelere daha az zarar verdigi digiiniilmektedir (Brown and Lester,

1980).

5- Kangtirma: Numunelerin, bir kangtirict yardimiyla yiiksek hizda karistirilmasin
icerir. Kangtirmanin bir miktar kapsiiler maddeyi giderebildigi 6éne siiriilmektedir.
Daha ¢ok giderim igin karigtirma sayisi artirildiginda ise bu iglemden zarar goren hiicre

sayisinin giderek artmasina yol agmaktadir (Gehr and Henry, 1983).
Kimyasal Yontemler

Kimyasal yontemler genel olarak gamura belli kimyasal maddelerin katilmasini ve
calkalama ya da isitma gibi iglemlerle hiicre digt polimerlerin agifa ¢ikariimaya

caligtimasini kapsar. Bu kimyasallar genel olarak sunlardir:

1- Sodyum Hidroksit (NaOH): Cok gugli bir alkali olarak sodyum hidroksitin

hiicreler tizerinde gok siddetli etkileri vardir. Bu bakimdan 0.1 M gibi derigimlerde ve
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oda sicakliginda dahi yogun hiicre pargalanmasina yol agmaktadir (Brown and Lester,
1980). Bunun yaninda biiytk miktarlardaki organik bilesikleri (proteinler dahil)
¢ozebildigi i¢in hiicre igi ve dist polimerleri kapsayan toplam bir deger elde etmek igin

en kullanigh kimyasaldir (Lerch et al., 1993).

2- Etilendiamintetraasetik asit (EDTA): EDTA da % 2’lik ¢ozeltilerinde dahi canh
hiicrelerin pargalanmasina yol agan bir maddedir. Bu nedenle NaOH gibi toplam

degerler elde etmek igin kullanilabilir (Lerch et al., 1993).

3- Su: Coktiriilmis ya da kurutulmug gamurlann su ile uzun siireli olarak (16 saat
gibi) calkalanmasini igerir. Uzun ekstraksiyon zamanina kargilik az miktarda hiicre dist

polimer ekstre edebilmektedir (Lerch et al., 1993).

4-Deterjan: Proteinlerin izolasyonu ve saflagtinlmast amaciyla yaygin olarak kullanilir.
Amfoterik yapisi su sevmez membran proteinlerini, suda ¢oziinebilen proteinleri, ve
dogalligi bozulmug proteinleri g¢ozebilmesine olanak saglar. Hiicre dist proteinlerin

ekstraksiyonu igin onerilebilir (Lerch et al., 1993).

Bunlarin yaninda ekstraksiyon igin amonyum hidroksit, siilfiirik asit, trikloroasetik asit
(Brown, 1980), potasyum fosfat dibazik (Gehr and Henry, 1983), Ringer ¢ozeltisi
(Goodwin and Forster, 1985) vb. kullanulabilir.

Ekstraksiyon deneylerinde gogunlukla birden gok yontem, ardarda veya birlesik olarak
kullanihir. Ancak bugiine kadar yapilan tiim galigmalara ragmen hiicre digt polimerlerin
ekstraksiyonuna 1ligkin standart bir yontem geligtirilememigti. Bu bakimdan bu

polimerlerin kimyasal yapist hakkinda geliskili goriisler meveut olmaktadir.

Sanin and Vesilind (1994)’te hiicre dig1 polimerlerin temel maddelerinden biri olarak
polisakkaritler gosterilmigtir. Brown and Lester (1980)’de hiicre dist polimerlerin
temel olarak polisakkarit yapida olduklari, ancak bakterilerin pargalanmalarindan
(autolysis) gelen protein ve niikleik asitlerin de matrisin yapisinda bulunduklari
belirtilmistir. Buna ilaveten aktif gamur bakterilerinin gogunun gram negatif oldugu ve

hiicre duvarlarinin karmagik ve gegirgen olmayan yapisi yiiziinden gram negatiflerde
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hiicre dig1 protein tretiminin gok seyrek oldugu da ifade edilmistir. Ancak, yapilan
deneyler sonucu aktif ¢amur floklarindan gikan protein miktarinin tiim ekstraksiyon
yontemlerinde geker konsantrasyonunun yaklagik tig katt oldugu da yine ayni kaynakta
soylenmekte ve bunun nedeni olarak da ekstraksiyon sirasinda canli hiicrelerin

pargalanmast ve proteinlerinin agiga ¢ikmast gosterilmektedir.

Goodwin and Forster (1985)’te ise ¢amur yiizeylerine iligkin 6zet olarak, baglica
polimer bilegenlerinin protein, karbonhidrat ve lipidler oldugu; polisakkaritlerin hem
notral, hem de asidik sekerlerden olustugu; ve yiizeyin kimyasal yapisinin yiizeyin
toplam yiikiinii ve dolayistyla camurun ¢okme karakterini etkiledigi belirtildikten sonra
yiizey polimerlerinin yapist konusunda bunlardan bagka fazla bir sey soylenemeyecegi
one siriilmektedir. Yapilan deneylerde ise proteinin hiicre digt polimer ¢ozeltisinin
temel bileseni olduu, ancak konsantrasyonunun 6nemli miktarlarda degigebildigi
ortaya ¢ikmugtir. Bazt yazarlar bu durumu, kullamlan isil ekstraksiyon yontemleri
sonucu bakteri hiicrelerinin pargalanmaya ugramalan ile agiklarken (Brown and
Lester, 1980; Novak and Haugan, 1981; Gehr and Henry, 1983); Goodwin and
Forster. (1985), bunun yaninda bakteriyal hiicrelerin dogal pargalanmalari sonucu
olugan proteinlerin de gamur ylizeylerinde bulunabilecegi ve dolayisiyla hiicre digt
polimerlerdeki protein varliginin normal oldugunu soylemektedirler. Yazarlar son
olarak da, hiicre digt polimerlerin temel bilegeninin bir glikoprotein olabilecegini
belirtmiglerdir (Goodwin and Forster, 1985). Kerley and Forster (1995)’da da hiicre
digt polimerlerin en oOnemli maddesinin basit bir glikoprotein oldugunu

soylemektedirler.

Hiicre dist polimerlerin ekstraksiyonu amactyla yapilan deneylerde, bu polimerlerdeki
protein igerigine iligkin olarak genis bir aralifa yayilan birgok sonug elde edilmigtir.
Bunun nedeninin, ¢amurdaki protein igeriginin ortam kosullarina ve camur
ozelliklerine gore degigebilmesi oldugu soylenebilirse de, kullanilan ekstraksiyon

yonteminin elde edilen sonuglari 6nemli miktarda etkiledigi de agiktir.

Brown and Lester(1980)’de, yaklagik 8.2 g/I'lik askida kat1 maddeye sahip bir atiksu
gamurunda, hiicre digt polimerlerin ekstraksiyonu amactyla deneyler yapilmug ve bu

deneylerde gegitli ekstraksiyon yontemleri kullanlmigtir. Bu polimerlerdeki protein



52

icerigi hakkinda, yOntemine gore ve mg protein/g askida kati madde ile mg
protein/litre aktif gamur cinsinden; yiiksek hizdaki santrifiijleme ile 4.9 mg/g (40.2
mg/l), ultrasonikasyon ile 2.1 mg/g (17.2 mg/l), ikisinin bilegimi ile 3.2 mg/g (26.2
mg/l), buhar uygulamasi ile 77.1 mg/g (632.2 mg/l), sodyum hidroksit ile 530.3 mg/g
(4348.5 mg/l) ve EDTA ile de 120.2 mg/g (985.6 mg/l) sonuglart elde edilmistir.

Goodwin ve Forster(1985)’te, diisik hizda santrifiijleme ve ardindan seyreltik Ringer
¢ozeltisiyle 151l igleme tabi tutma sonucu elde edilen hiicre digt polimerlerde, protein
igerigine iligkin olarak mg protein/litre aktif ¢amur cinsinden 490 mg/l ile 2760 mg/l
arasinda degisen degerler verilmis ve bunun ekstraksiyon sicakhigiyla yakindan iligkili

oldugu belirtilmigtir.

Lerch et al.(1993)’te ise, su, deterjan ve sodyum hidroksit ekstrantalar: ile yapilan
deneylerde, protein igerigi igin g protein/kg kuru madde cinsinden sirasiyla 14 g/kg,
36 g/kg ve 173 g/kg ortalama degerleri verilmektedir.

Bu degerler, aktif camur igindeki canli hiicrelerin protein igeriginden ziyade,
floklardaki hiicre dig1 polimerlerin miktarini belirlemek amaciyla yapilan deneylerde ve
bu amaca yénelik olarak gelistirilen yontemler kullanilarak elde edilmislerdir.
Dolayistyla aktif gamur igindeki toplam proteini gostermemektedirler. Ancak ozellikle
ekstraktant olarak sodyum hidroksitin kullanildigi deneylerde elde edilen ve diger
yontemlere gore oldukga biyiik degerler igeren sonuglar, bu bazin son derece giiglii
olan ¢oziicti etkisinin yogun hiicre pargalanmasina yol agtigini, bunun sonucu olarak
¢ok miktarda hiicre i¢i malzemenin agiga gikip sonuglara etki ettigini, ve dolaysiyla da
bu degerlerin hiicre digt malzemeden ziyade bir toplami1 ya da toplama yakin bir degeri

ifade ettigini gostermektedir.

Aktif gamurdaki toplam protein igerigi hakkinda yapilan aragtirmalar, yukanda
belirtilen nedenlerden 6tiiri genellikle baz (¢ogunlukla NaOH) ekstraksiyunu ile
yapilmaktadir. Bu konuda elde edilen sonuglar da genig bir aralik sunmaktadir.
Ozellikle anaerobik gamurlarda yapilan galismalarda, g protein/kg kuru madde bazinda
98 g/kg ile 561 g/kg, ya da yiizde olarak verilirse % 9.8 ile % 56.1 arasinda deZisen
birgok deger mevcuttur (Lerch et al., 1993).
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2.4.4 Bir Biyokiitle Parametresi Olarak Protein

Bilindigi gibi, bir aktif biyokiitle indikatériinde aranan 6zellikler, bu indikatoriin belli
sabit bir oranda tim bakterilerde bulunmasi ve farkli ortamlarda aktivite ile uyumlu bir
sekilde yon degistirebilmesidir (Jensen et al,, 1988). Bu bakimdan proteinin aktif
biyokiitleyi gosteren bir parametre olarak kullaniimasinda kargilagilan sorunlar da ikiye
ayirilabilir. Bunlardan ilki, biyokiitlenin diger ¢amur bilesenlerinden ayirilmast ile
iligkilidir. Yukarida da agiklandig1 gibi, flok matrisinde canli hiicreler ile proteinleri de
kapsayan hiicre digt polimerleri birbirinden aywacak ve dolayisiyla sadece canlt
hiicrelerdeki protein igeriginin Olgiilmesine olanak verecek bir yontem heniiz
geligtirilememigtir ve dahasi bunun imkansiz oldugu goriigii mevcuttur (Gehr and
Henry, 1985; Sanin and Vesilind, 1994). Kald1 ki, bu gergeklesse dahi, bununla iligkili
olarak, baska bir sorunla daha kargilagilacaktir. Bu da hiicre dist polimerlerdeki protein
miktarinin ne kadarinin hiicre tarafindan gesitli iglevleri yuriitmek amaciyla tretilmis
ve hiicre yiizeyine gevsek bagli gevresel (glikoproteinler), ne kadarinin da hiicre ile
iligkisi olmayan, substrattan gelmis ya da 6lmiis hiicrelerin pargalanmast sonucu ortaya

¢tkmug proteinler oldugunu belirlemenin ¢ok zor olmasidir.

Yapilan aragtirmalar, hiicre digt polimerlerdeki proteinlerin temelde glikoproteinler
olduguna isaret etmektedir (Goodwin and Forster, 1985; Kerley and Forster 1995).
Buna ilaveten Brown and Lester(1980)’de, aktif gamur bakterilerinin ¢ogunun gram
negatif oldugu ve hiicre duvarlarinin karmagtk ve gegirgen olmayan yapist yiiziinden
gram negatiflerde hiicre digi protein iiretiminin gok seyrek oldugu da ifade edilmistir.

Bunlara, aktif ¢amur sisteminde kullamlan mikroorganizmalarin  goZunun toprak
bakterileri oldugu (Reynolds, 1982), bu bakterilerin serbest proteinleriv kolayca
pargalayip substrat olarak kullanabildigi ve bazilarinin dogrudan proteolitik bakteriler
oldugu (Lerch et al., 1993) bilgileri de eklenmelidir. Ttiim bu bilgilerin 1:18inda, flok
igerisinde bulunan toplam protein miktarimn biyiik bir kisminin canli hiicre faaliyeti

sonucu uretildigini soylemek olast hale gelmektedir.

Ikinci sorun ise, hiicrelerdeki protein miktarinin bakteri tiirlerine ve ortam kosullarina

gore degiskenlik gosterebilmesidir. Yukarida verilen birbirinden oldukga farkli
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degerler bu yargiyt dogrulamaktadir. Ancak, hepsi de birbirinden farkli kogullarda
calismakta olan farkl sistemlerden elde edilen sonuglari kargilagtirmak yerine, tek bir
sistem ele alinip, bu sistemdeki protein igerigi izlenirse, sonuglarin belli bir kararlihk
gostermesi beklenebilir. Nitekim, Lerch et al. (1993)’te farkli yerlerden alinan gamur
orneklerinde protein miktarlart birbirlerine nazaran 6nemli derecede degigse de, aym

yerden alinan 6rneklerde bu durum gozlenmemektedir.

Bu bilgiler, proteinin bir aktif biyokiitle gostergesi olabilecegine isaret etmektedir.
Kargt (1995)’te de protein izlenmesi yoluyla biyokiitle artiginin gozlenebilecegi
belirtilmektedir. Protein degerlerinin biyokiitle cinsinden ifade edilmesi, yani
protein/biyokiitle miktarinin belirlenmesi de 6nemli bir sorun teskil eder. Bu, her
sistem igin ayri ve kapsamh galigmalar yapilarak elde edilebilir. Ancak, Kargi (1995)’te
ifade edilen proteinlerin hiicrelerin % 40 - % 70’ini olusturduklan bilgisinden

hareketle % 55 gibi ortalama bir deger verilebilir.

2.4.5. Aktif Camurda Protein Olgiimii Yéntemleri

Aktif gamurda protein olgiimii yontemleri daha ¢ok, hayvan ve bitki hiicrelerinde
protein Olglilmesine yonelik olarak gelistirilen yontemlerin atiksulara modifiye
edilmeleri sonucu ortaya gikmuglardir. Bunlarin yaninda proteinde bulunan madelerin
(6zellikle de azotun) olgiilmesi ve bunlarin protein cinsinden ifade edilmesine dayanan
yontemler de mevcuttur. Lowry yontemi ilk, organik azot ile amino asit ve a-amino

azotu Olgtimleri ise ikinci tiir yontemlerin 6rnekleridir.

Lowry Yontemi

Lowry yontemi, proteinlerin Folin-Ciocalteu reaktifi ile belirlenmesini kapsar. Folin ve
Ciocaltew’nun 1927°de gelistirdikleri “fenol reaktifi”, temelde fosfotungstik-
fosfomolibdik bir asit ¢ozeltisidir ve fenoller (ve bagka pekgok madde) tarafindan
“molibden mavisi’ne indirgenir. Bu da kolorimetrik olarak gozlenebilir. Proteinler de
fenol reaktifini indirgedigi igin, protein belirlenimi i¢in de kullamlabilmektedir. Ancak

ortaya ¢ikan renk miktart farkll proteinlere gore biiyiik oranda degismektedir, zira bu
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renk neredeyse tamamen proteinlerin tirosin ve triptofan igerigine bagli olup, diger

amino asitlerin kiigiik bir etkisi s6z konusudur.

1941’de Herriot, proteinlere alkali ve iz miktarda bir bakir tuzuyla 6n-uygulama
yapilmasinin, Folin reaktifi ile elde edilen rengi bityiik miktarda artirdigint buldu. Bakir
tuzlari, serbest tirosin ve triptofanin renk verme Ozelliklerini (chromogenicity)
artirmazlar, etkileri daha ziyade diger amino asitlerle kompleksler yapabilmeleri
sonucudur. Folin yonteminin bu sekilde gelistirilmesi (modifikasyonu) hassaslig
artirmakla kalmaz, degisik proteinlerin birbirinden gok farkli renk verme 6zelliklerini
de azaltr. Bu bakimdan birgok aragtirmaci tarafindan benimsenmistir. Lowry
(1951)’de bu yontemi gelistirilerek birkag ayrintiyla birlikte tiim mikroorganizmalara

uygun hale getirilmistir.

Lowry yonteminde ¢oziinebilir proteinlere Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmeden once
NaOH-Na2C03-CuSOs-tartrat reaktifi uygulanirken, ¢oziinmez proteinler dnce NaOH
iginde g¢ozilliir, sonra da Na2CO3-CuSO4-tartrat reaktifi uygulanir. Ikinci yontem
kullanitirken, orneklerin NaOH iginde 100 °C’ye isitilmalarinin  hiicrenin tiim
proteinlerini  gozebilecegi belirtilmektedir. Ayrica kolorimetrik olarak okunan
degerlerin protein degerlerine gevirilebilmesi igin standart protein (6rnegin bovine
serum albumin) miktarlariyla, bunlara kargilik gelen absorbanslar kullamilarak bir

standart egri ¢ikarilir.

Lowry yontemi, yapilmasi basit ve otomatik analize adapte edilmesi kolay bir
yontemdir. Ancak, gorece daha az tekrarlanabilirdir, zira pekgok miidahaleye maruz
kalir; genis bir cesitlilikte pekgok madde, ornegin, glukoz, aromatik aminler, tre, trik
asit, doygun olmayan alifatik bilesikler, siilfitler, stilforus asit, hidrojen peroksit, demir
iyonlari, vb. , hepsi Folin reaktifini indirger. Lowry, kesin sonuglar veren bir yontem
olarak diistiniilmemelidir, zira Tablo 2.4’te de gorildiigu gibi farkl proteinlerle farkli
renk degerleri verir. Bu yontemin en biiyiik avantaji, hassashgidir ve 10 pg’a kadar

inen protein miktarlarinin 6lgiilmesine olanak verir (Lowry et al., 1951).
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Tablo 2.4. Farkli Proteinler Igin Folin-Ciocalteu Reaktifi ile Elde Edilen Renk
Degerleri (Lowry, 1951)

&-750 degerleri®

Protein Bakir Uygulamasi | Alkali Bakir | Bakir Inkrementi ile
Olmadan® Uygulamast®

Tripsin 910 3,600 2,690
Insilin | 998 3,000 2,002
Kimotripsin 425 2,930 2,505
Sitokrom ¢ 738 | 2,495 1,757
Insan serumu 365 2,120 1,755
Bovine Serum 358 . 2,050 1,692
Albumin

Jelatin 78 1,145 1,067
Tirosin 13,850 15,100 1,250

* Litrede 1 g protein-N atomu ile 750 nm’deki absorbans
® Folin reaktifi eklenmeden once alkali uygulanp bakir uygulanmayan

¢ Metinde anlatildig1 gibi folin reaktifi eklenmeden once alkali ve bakir uygulanan

Organik Azot Olgiimii

Atiksudaki organik azotun 6lgiliip bu degerin 6.25 ile garpilmasiyla toplam proteinin
Olgiilmesi iglemidir. Bu islem proteinlerin ortalama % 16’sinin azottan olugtugu
kabuliine dayamr. Atiksudaki toplam azot, organik azot, amonyak, nitrit ve nitrat
kisimlarindan olugur. Organik azot kismi, genellikle polipeptid ve amino asit
atiklarindan kaynaklanir ve Kjeldahl yontemi ile olgiliir. Sulu numune, énce
amonya8l ucurmak amactyla kaynatilir, daha sonra da organik azot, Kjeldahl
yontemiyle (derisik silfuirik asit (H2SO4) ve potasyum siilfat (K2SO4) ile 340 °C’de
kaynatma) organik bilegikteki azot amonyaga doniistiiriilir. Daha sonra da amonyak

azotu tayin yontemlerinden birisi yardimtyla organik azot olgiliir (Sengiil, 1995).

Ancak Lerch et al.(1993)’te, organik azot/protein orani igin verilen 6.25’lik degerin

atiksu camurlarinda gecerli olmadigi belirtilmektedir. Onun yerine Hattingh et al.,
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anaerobik gamurlarda protein/organik azot orant igin 3.9 degerini vermektedir.
Dahast, Sommers et al. ve Ryan et al., ¢gamurlarda amino asitler, amino sekerler ve
bagka tammlanmamug formlarda organik azotun bulundugunu gostermislerdir (Lerch

etal., 1993).

Hidrolizden Sonra Amino Asitlerin ve o-Amino Azotunun Olgiimii

Bu yontemde hidrolize edilen proteinlerden ortaya ¢ikan amino asitler bakir
kompleksleri araciligiyla, ya da a-amino veya karboksil gruplarinin belirlenmesiyle
olgiiliirler. Bunlar protein belirlenmesi agisindan en kesin ve spesifik yontemlerdir.
Ancak sik¢a kullamimazlar, zira ok fazla zaman gerektirirler. Olgiilen degerler, belirli
¢evirme faktorleriyle protein olarak ifade edilirler. Kullanum alanlar1 daha gok, serbest

amino asit 6lgiimil ve bu amino asitlerin karakterizasyonu ile ilgilidir.



3.MATERYAL VE METOT

3.1. Reaktorin Tanitilmasi

Deneyler PAKMAYA Cevre Laboratuvari’nda 100 I'lik BIOENGINEERING Marka
reaktorde yapildi. Reaktor, paslanmaz celikten yapilmus olup ¢oziinmiis oksijen, pH,
sicaklik 6lgme ve havalandirma ekipmaninin yanisira sabit sicaklik ve pH degerlerinde
yapilacak deneyler igin sicaklik ve pH kontroli tertibatt da mevcuttur. Reaktor alttan
yataklanmuig 3 adet rushton tipi tirbinle kangtirimaktadir (0 - 750 rpm arahiginda).
Hava reaktore dipten delikli bir hava dagiim borusu yardimu ile verilmektedir (Sekil
3.1).

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan reaktér: .

Sicaklik, buhar ve soguk su kullamilarak deneyler siiresince aerobik bakterilerin
biyolojik faaliyeti igin optimum sicaklik olarak secilen 26 °C’de tutuldu. Zira aktif
¢amur igleminde kullanilan bakterilerin gogu saykrofil ve mezofildirler. (Reynolds,
1982)
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Atiksu 6rnekleri PAKMAYA Endiistriyel Aerobik Arntma Tesisi’nin havalandirma

havuzlarindan alindi. Tesiste 6rnek alinan yerin sematik gosterimi Sekil 3.2°de

verilmigtir.

L]

Anaerobik tank
¢ikis suyu

Coktiirme Tank1

® || '® b,

® ||

(14 2

¢ Numune alinan yer

a) Plan b) A-A kesit

Aerobik havalandirma havuzlan

Sekil 3.2. Atiksu drneklerinin alindig1 yerin sematik gosterimi.
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Reaktore atiksu 6rnekleri konulmadan 6nce ¢oziinmiis oksijen ve pH kalibrasyonlar
yapilmaktadir. Coziinmiig oksijen reaktdre bagl bir pO:z elektrodu ile 6lgillmektedir.
Cozinmiig oksijenin kismi basincini % olarak gosteren transmitterin kalibrasyonunda
once elektrod transmitterden g¢ikarilarak sifir degerine ayarlanmaktadir (elektriksel
oksijen kalibrasyonu). Reaktore musluk suyu konularak ve sicaklik kontrolii
yardimiyla galigilacak sicakliga getirilerek (26 °C) yaklasik iki saat havalandirildiktan
sonra suyun artik ¢oziinmiis oksijen bakimindan doygunluga eristigi kabul edilerek
gosterge % 100’e ayarlanmaktadir. Daha sonra deney siiresince degerler % olarak
okunup 760 mm Hg, 26 °C’de sudaki ¢6ziinmiig oksijen konsantrasyonu olan 8.09
mg/l (Metcalf, 1986) ile garpildi. Bakteriler igin kritik oksijen degeri doygunluk
degerinin % 5-10’u arasinda olacag: igin (Kargi, 1995) bu degerlere yaklasildiginda

herhangi bir oksijen sinirlamasina meydan vermemek igin karigttrma hizi artirildi.

pH ise standart ¢ozelti kullanilarak iki noktada (pH 4 ve 7) kalibre edildi. Deney

siiresince zaman zaman alinan 6rneklerin pH’1 pH-metrede 6lgﬁlerek kontrol edildi.
3.2 Diger Deneyler
3.2.1. Kuru Madde (KM) ve Ugucu Kuru Madde (UKM) Olgiimleri

Alinan 6rneklerden KM igin 10 ml, UKM igin de 30 ml, hassas terazide daralarn
alinmig seramik kaplara konarak 105 °C’de 24 saat kurutuldu. Etiivde sabit tartima
getirildikten sonra yeniden yapilan tartimlardan KM degerleri elde edildi. UKM
degerleri ise, 6rnekler tartildiktan sonra 550 °C’de 2 saat yakilip yeniden tartilarak elde

edildi. Kurutma ve yakma islemlerinde Heraeus Marka etiivler kullanild:.
3.2.2. Oksijen Transfer Hizi1 (OTR) ve Karbondioksit Uretim Hizi (CPR) Olgiimleri

Reaktoérden ¢itkan hava Maihak Finor Marka hacimsel O2- ve COz-dlgere baglandi.
Burada okunan degerler (% O2 ve COz) bilgisayara aktarilarak agagidaki formiiller
kullanilarak OTR ve CPR hesapland: (Yonsel, 1995).
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[F(m*/h) / VL(D] x 32 x [21 x (100 - CO2) - 02 x (100 - 0.033)]

OTR (kg/m* h) =
[22.4116x 107 x (100 - O2 - CO2) x 100]
3.1
[F(m®/h) / VL(1)] x 44 x [COz2 x (100 - 21) - 0.033 x (100 - O2)]
CPR (kg/m®.h) =
[22.4116x 10™ x (100 - Oz2 - CO2) x 100]
(3.2)
Burada F : Reaktore verilen hava miktari (m*/h),
\%# : Reaktor hacmi (1),
02, CO2 : Cikan gazdaki hacimsel Oz ve COz2 yiizdeleri, (%).

3.2.3. Toplam Organik Karbon (TOC) ve Inorganik Karbon (IC) Olgiimleri

TOC ve IC olgimleri Tonics 1555B Marka karbon analiz cihazi ile yapildi. Tki
reaksiyon bolmesi olan cihazin birinci bolmesinde bakir  oksit  katalizori
kullanilmaktadir. 850 °C’de sabit tutulan bu bolmede ornek igindeki organik ve
inorganik tiim karbon miktart yakilarak karbondiokside gevirilmektedir. Ikinci
bolmede ise fosforik asit iginde cam boncuklar bulunmakta ve bolme 150 °C’de
tutulmaktadir. Bu bolmede de, fosforik asit varliginda 6rnek igindeki inorganik
karbonlar yakilmaktadir. Bu iki olgimtn farki, ornek igindeki organik karbonu

vermektedir.

Karbon analiz cihazi, kullanilmadan énce her seferinde kalibre edilmektedir. Toplam
karbon kalibrasyonu igin potasyum asit fitalat (KHP), inorganik karbon kalibrasyonu
icin de sodyum karbonat (Na2C03) kullanilmaktadir. Bunun yaninda tagtyici gaz

olarak kullanilan azot akig hiz1 da yine her giin kalibre edilmektedir.
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Reaktorden alinan 6rnekler 4000 rpm’de santrifiijlendikten sonra st sivida TOC ve
IC analizleri yapildi. Cihazin 6lgtim aralii olan 0-2000 mg/I’nin tizerindeki 6rneklerde

gerekli seyreltmeler yapildi.

3.2.4 Amonyak (NH3) ve Amonyum (NH4") Olgiimleri

NH3 ve NHs dlgiimleri Orion Research EA 920 Marka iyon analiz cihaz ile olgiildii.
Cihaz, bir alaktrod yardimiyla ¢ozelti igindeki ¢Oziinmiy gazlart odlgmektedir.
Coziinmiis gaz, her elektrod igin spesifik olan kiigiik bir miktardaki tampon ¢6zeltinin
iginde bulunan membran iizerinden yayimakta ve tampon ile gazin reaksiyonunun

neden oldugu pH degisikligi igsel bir cam pH elektrodu tarafindan algtlanmaktadir.

Iyon analiz cihazinin standartlani amonyum kloriir (NH4Cl) ile hazirlanmaktadir.
Ornek igindeki amonyumu amonyaga gevirmek igin 10 M NaOH kullaniimaktadir.
Okunan deger bir amonyum + amonyak toplamini ifade etmektedir. Bu iki deger

arasindaki iligki agagidaki formiil araciliyla verilmistir:

C(NHs-N) x 107
C(NH3-N) = (3.3)
Ka
Burada
6344
Ka= exp (- (3.4)
273+ T

C(NHs-N) : Amonyum azotu derigimi (mg/l),
C(NH3-N) : Amonyak azotu (mg/l)
T : Sicaklik (°C).
Reaktorden alinan orneklerde gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra igine elektrod
batirildi ve manyetik kangtirict ile kanstirlarak tizerine NaOH damlatildi. Toplam

deger okunduktan sonra (3.3) ve (3:4) denklemleriyle derisimler ayr1 ayr1 hesaplandi.
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3.2.5 Protein Olgiimleri

Protein olgiimlerinde basitligi, hizliligi ve hassasligt g6z o6niinde bulundurularak,
atiksulara gore modifiye edilmis Lowry yontemi kullanildi. Yontem hakkinda bilgiler

Boliim 2.3.6°da verilmigtir.

3.2.5.1 Deneyin Yapilist

Deneyde ii¢ adet gozelti kullamilmaktadir:

1) 1MNaOH (1.01])
2) Folin ¢ozeltisi (1:2 seyreltik, 0.1 )
3) “C” ¢ozeltis1 (1.0 1)

“C” gozeltisi: 10 ml Na-K-Tartarat (20 g/l) ve 10 ml CuSO4 (bakir siilfat) (10 g/)
cozeltileri Na2CO3 ¢ozeltisi (20 g/l) igine toplam 1 1 olacak sekilde

konulurlar,

Ik iki ¢ozelti stok olarak hazirlanip kullanilabilmektedir, ancak Na2COs ¢ozeltisi taze
olarak hazirlanir. 1 1 Na2COs g¢ozeltisinden pipetle 20 ml ¢ekilerek diger ikisinden

10’ar ml konur. “C” ¢ozeltisi bu sekilde her 6lgiimden 6nce taze olarak hazirlanir.

Protein 6lgtimii yapilacak 6rnegin seyreltik olmast istenir, zira igine atilacak NaOH’in
tim proteinlere ulagmast gerekir. Seyreltilmis 6rnekten 6 ml alinarak bir tiipe konur.

Uzerine 1 M NaOH’ten 5 ml eklenir. Ornekler, bu sekilde sogutucuda saklanabilir.

Daha sonra ornek 90 °C’de 25 dakika su banyosunda tutulur. Ardindan 3000 rpm’de
4 dakika santrifijjlenir. Ust stvidan 1 ml alinarak 5 ml “C” gézeltisinin igine konur. 10
dakika karanlikta bekletilir. Ardindan 1:2 seyreltilmis Folin ¢6zeltisinden 0.5 ml
tizerine eklenir ve 30 dakika daha karanlikta bekletilir. Son olarak 800 nm’de
absorbans okunur. Her olgiimde 6rnek yerine saf su kullanilarak bir sahit hazirlanir.
Ornegin absorbans degerinden sahitte okunan deger gikarih ve standart egri yardimiyla

konsantrasyon olarak ifade edilir
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3.2.5.2 Standart Egrinin Cikarilmas:

Standart egrinin gikariimasinda bovine serum albumin (BSA) kullanild. BSA, 66,000
daltonluk molekiiler agirliiyla ortalama biyiiklikteki bir proteindir ve protein

olgimlerinde standart grinin ¢ikanilmast igin yaygin olarak kullanilir. (Lerch, 1993)

0.108 g BSA 20 ml destile su iginde ¢oziildi. Kullanilan BSA, % 95 kat madde, % 5
de su igermektedir. Kati maddenin % 97’si proteindir. Boylelikle 5 g/l'lik bir BSA
gozeltisi hazirlanmig oldu. Bu gozeltiden 100, 200, 250, 500, 1000, 1500, 2000, ve
2500 mg/I'lik protein ¢ozeltileri hazirland: ve bu derisimler igin standart egri gikarildi.

Cikanlan standart egri Sekil 3.3’te gorilmektedir.

= /
1.0 - ' =
|| © Standart Egn
0.8
e
O -
S 06
o0
s =
3
a 0.4 ayd
< n]
= -
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'<Ori 0.2 -
1 <
0.0 o
T } T I I' 1 I T l 1
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Konsantrasyon ( mg /1)

Sekil 3.3 Lowry yontemi igin standart egri (0 -2500 mg/] arast)
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Cizilen egrinin ikinci derece polinom olarak ifadesi su gekildedir:
C =3.49901 + 347.41116 (A) + 1570.05863 (A)? (3.5)

Burada C : Protein derigimi (BSA esdegeri olarak) (mg/l),
A : Absorbans (Ornek - Sahit) (nm).

Egride r = 0.99549 ve o = 83.17532 mg/I’dir. Sapma yitksek bulundugu igin aym
degerlerle bu kez 0 ile 1000 mg/l aralig igin ikinci bir standart egri ¢izildi. Bu egri de
Sekil 3.4’de gorilmektedir.

0.8 '-1
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0.6 - ]
]
0.4
O
8]
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J
004 O
T ' 1 T [ T l ' 1 ! I
0 200 400 600- 800 1000

Konsantrasyon (mg /1)

Sekil 3.4 Lowry yontemi i¢in standart egri (0 - 1000 mg/l arast)
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Bu egrini denklemi de gu sekildedir:

C = 9.65868 + 294.60028 (A) + 1650.17723 (A)? (3.6)

Bu egri igin r = 0.99894 ve 6 = 18.3615 mg/I’dir.

Yapilan deneylerde O - 1000 mg/ | aralifinda galigildi. Reaktérden ahinan atiksu
ornekleri saf su ile 1:4 oraninda seyreltildi. Olgtimler Perkin Elmer Lambda 3B Marka
UV VIS spektrofotometrede yapildi. Elde edilen absorbans degerleri gogunlukla 0.300

- 0.500 nm araliginda bulundular.

3.2.6. Kullanilan Substratin Ozellikleri

Deneylerde, maya endiistrisinin ham atitksuyu kullaniddi. Seker endiistrisinin bir yan
Griinii olan melas, maya endustrinde de hammade olarak kullanilmaktadir. Maya
tretiminde melas, maya besini olarak reaktorlere verilmektedir. Mayalar, melas
igindeki organik maddeleri (6zellikle de gekeri) kullanmakta, melas iginde mayalar
tarafindan kullanilmayan organik maddeler de atiksu olarak digartya verilmektedir. Bu

atiksu, once anaerobik, sonra da aerobik antma iglemlerinde aritilmaktadir.

Ham atiksu, PAKMAYA laboratuvarlarinda siirekli olarak analiz edilmektedir.
Yapilan seker analizlerinde mayanin, C18H32016.5H20 formiiliiyle gosterilen raffinozu
enzimler araciliftyla C12H22011.H20 olarak verilen mellibiyoza ve CsHi206 formiilyle
gosterilen fruktoza pargaladigi, fruktozu kullandigi ancak mellibiyozu kullanamadig:
belirlenmistir.  Mellibiyoz =~ aerobik  artma  tesislerindeki  bakterilerce
kullanilabilmektedir. Mellibiyoz pargalandiginda ortaya glukoz (CéH1206) ve galaktoz
(C6H1206) ¢ikmaktadir. Bu maddelerin Lowry yontemini etkiledikleri daha 6nce de
belirtilmisti. Bu ham atiksuda ayrica buna ek olarak baska yiiksek organik maddeler

oldugu (6rnegin renk verici melanoidin) da bilinmektedir (Dagasan ve dig., 1996).



BOLUM 4. DENEYLER

4.1. Kesikli Reaktor Deneleri

4.1.1. Birinci Deney

4.1.1.1 Deneyin Yapilist

PAKMAYA Biyolojik Antma Tesisi aktif ¢amur havuzundan 30 1 6rnek alindi.
Musluk suyu ile 60 'ye seyreltilerek 100 I'lik reaktére konuldu. Sicaklik 26 °C’de
sabit tutuldu ve 9 l/dak’lik bir hava debisi saglandi. Kangtirma hizi 3 rps’da sabit
tutuldu. Reaktore besin olarak 10 1 ham atiksu (toplam organik karbon igerigi (TOC =
14,800 mg/l, IC = 180 mg/l, kuru maddesi (KM)=52.2 g/l, protein igerigi=12.2 g/l)
konuldu ve reaktor yaklagik 6 saat boyunca izlendi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.1’de

verilmigtir.

Tablo 4.1. Kesikli Reaktor Deneyi Sonuglart

Zaman | TOC | KM | UKM | Protein | pH OTR CPR
(dak) |(mg/M!{ (g/) | (g/) | (g/) (kg/m®.h) | (kg/m>.h)
0 [2220 (17,1 [7,82 [4,29 [8,17 [0,07 0,06
75 |[1860 |15,8 |7,46 [4,15 [8,14 [0,07 0,06
1705|1780 4,29 (8,12 (0,07 0,07
135 [1710 |15,6 |7,45 [4,34 [8,11 (0,07 0,07
165 [1510 4,22 (8,12 [0,06 0,07
195 |1470 4,65 [8,11 [0,06 0,07
226 [1380 |15,4 |7,35 [4,74 8,10 [0,06 0,06
2556 1320 4,12 |8,11 |0,05 0,06
285 11260 [15,3 |7,42 4,96 [8,10 [0,04 0,06
316 [1170 15,2 |7,38 |5,1 8,08 |0,04 0,06
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4.1.1.2 Aktif Biyokiitle Parametreleri

Deneylerde protein, kuru madde, ugucu kuru madde ve oksijen transfer hizi
parametreleri, bir aktif biyokiitle gostergesi olarak alinabilecek substrat tiikketim hiziyla
(Kargi, 1995) kargilagtirildi. TOC olarak o6lgiilen substrat derigiminin zamanla degisimi
Sekil 4.1°de gorilmektedir.

2500 1
2000 +
1500 + - u

1000 +

10C (mg/)

500 +

0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman (dak)

Sekil 4.1 Kesikli deney I’de zamana gore TOC degigimi

Ayni siurede elde edilen protein, KM ve UKM degerleri de Sekil 4.2°de

grafiklenmistir.
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Sekil 4.2 Kesikli deney I’de zamana gore protein, KM ve UKM’de gozlenen

degigimler

Sekil 4.1°den izl bir substrat tiiketiminin gézlendigi ilk 75 dakikadan sonra tiiketim
hizinin yavagladigs (75.-135. dakikalar arast), ancak bundan sonra yeniden hizlanip
yavaglayarak ikinci bir evreye girdigi goriilmektedir. Substrat olarak kullanilan ham
attksu, kaynaklandigi prosesin ozelliklerinden ve yitksek TOC ve KM igeriginden de
tahmin edilebilecegi gibi oldukga karmagik ve bakterilerce pargalanmast zor organik
maddeler icermektedir. Sekilde goriillen basamak bigimindeki TOC tiketiminin bir
agiklamasy, ilk iki saat iginde bakteriler tarafindan kolayca pargalanabilen atiklarin
tiketildigi, bu siire iginde tiiketilmeyen, ancak enzimatik hidroliz iglemleri sonucu
pargalanan besinlerin bu siireden sonra tiiketilmeye baglandigi seklinde olabilir. Bu tiir
karmagik besinlerin birbirinden farkli olabilen hidrolize olma ve bakterilerce
kullamimaya uygun bir hale gelme siireleri daha sonraki agamalarda gozlenen hafif
dalgalanmalari agiklamaktadir. Ornegin, bu tiir besinlerden biri olarak protein
degerlerinde 75. ve 165. dakikada gozlenen diisme, hidrolize olma ve tiiketilme
sonucu meydana gelmis olabilir. Ozellikle 135.-165. dakikalar arasinda hizli bir

substrat tiiketimine karstlik protein degerlerinin azalmasi bu gorigi giiglendirmektedir.
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KM ve UKM ise giderek azalan bir egilim gostermektedirler. Bunun nedeni, yogun
KM derisimine sahip substratin giderek bakteriler tarafindan tiiketilmesidir. Kullanilan
substratin bir kisminin hiicre sentezinde, bir kisminin da solunumda harcandig
digiiniiliirse, bu degerlerde goriilen azalmanin bir siire sonra sentezlenen biyokiitle
miktarindaki artig tarafindan dengelenmesi ve ardindan da bu artisin substrattaki
azalmaya baskin gelmesi beklenebilir. Nitekim KM de giderek yavaglayan bir azalma

gostermektedir. UKM ise 225. dakikadan sonra sabit kalma egilimine girmistir.

Protein ise deney siiresi i¢inde gézlenebilir bir artiy gostermigtir. Ancak, substrat diger
organik maddelerin yamisira yogun miktarda (12.2 g/l) protein de igermektedir. Bu
proteinler hidrolize olduktan sonra bakteriler tarafindan besin olarak kullanilirlar. Bu
durumda substrat beslendikten bir siire sonra, protein tiiketimi ve iiretiminin, yukarida
anlatildif sekilde, birbirini dengeleyecegi, dolayistyla protein artiginin yavaglayacag: ya
da duraca@ beklenebilir. Deneyde ilk dakikalarda goriilen sabit kalma egilimi buna
isaret etmektedir. 135.-165. dakikalar arasinda gozlenen protein azalmasi ve buna

eslik eden TOC tiikketimindeki ivimelenme, bu bakimdan anlamhdir.

Bu parametreler arasindaki oranlar incelenirse, KM igindeki proteinin siireg iginde %
25’ten % 34’e; KM igindeki UKM’nin % 46’dan % 49’ a ve UKM igindeki proteinin
de % 55’ten % 69’a ¢iktig1 gozlenebilir. Bu veriler, KM ve UKM igindeki canli
biyokiitlenin giderek arttigi ve bunun da protein artist ile goriilebilecegi seklinde
yorumlanabilir, ancak UKM’nin protein igerigi, hiicrelerin % 40-% 70 arasinda
protein icerdigi ve olgilen Orneklerde biyokiitle disinda UKM olarak goriinecek
birgok maddenin varligi goz oniine alindiginda biraz yiiksek goziikkmektedir. Gerek
attksu Orneginde, gerekse kullanilan substratta bulundugu diigiiniilen bu karmagik
organiklerin, protein olgtimlerinde kullanilan Lowry yontemini etkileyecegi ve protein
degerlerinin oldugundan daha yiiksek g¢ikmasina neden olabilecegi s6zii edilen
durumun bir agiklamasi olabilir. Bir bagka agiklama ise, protein 6lgiimlerinde yapilan

yogun seyreltmelerin bu tiir yiiksek degerlere yol agmus olabilecegidir.

Siireg iginde gozlenen substrat titkketim ve protein iretim hizlart ise Sekil 4.3’te
goriilmektedir. En bagtaki ile 165. ve 270. dakikalardaki protein degerleri ihmal

edilmigtir.
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* En bagtaki ile 165. ve 270. dakikalardaki protein degerleri ihmal edilmigtir.

Sekil 4.3. Kesikli deney I’de substrat tiiketimi (R-TOC) ve protein iiretimi

(R-Pr) hizlarinin zamanla degigimi

Sekil 4.3’ten, R-TOC ile R-Pr'nin iyi sayilabilecek bir korelasyon iginde oldugu
goriilebilir. Ancak bu uyum, konumuz agisindan yamlticidir. Aksi halde, proteinlerin
ortalama % 50 civarinda karbon igerdigi digiinilirse (Lowry’nin 6lgtiigii baslica
amino asitler olan tirosinde % 60, triptofanda % 65), son 1-1.5 saatte gdzlenen yiiksek
protein tretimi (ortalama 3.7 mg/l.dak) ve buna nazaran disik TOC tiiketimi
(ortalama 2.5 mg/l.dak) hizlarindan, harcanan toplam organik karbonun neredeyse
tamaminin (6rnegin 2.5 g C/0.6 = 4.2 g tirosin) protein Uretimine gittigi sonucu ¢ikar

ki, bu, tartigmaya son derece agik bir sonugtur.

Burada, bakterilerin, kendilerini tamamiyla beslenme rejimine uydurduklar goz
oniinde bulundurulmahdir. Dolayisiyla farkli besleme diizeneklerinde farkli sonuglar
beklenmelidir. Yapilan kesikli deneyde en fazla TOC tiiketimi deneyin ilk evrelerinde
gorilmektedir, ancak bu titketimin biyokiitlede bir artiy meydana getirip getirmedigi
bilinmemektedir. Yine de, havalandirma havuzundan alinip yaklagik yarim saatlik bir
sirede laboratuvara getirilip reaktore konulan ve farkli bir besinle karst kargiya
birakilan bakterilerin belli bir alijma evresi gecirmeden hemen hiicre sentezlemeye

baslayacaklan pek miimkiin gdézikmemektedir. Bu siire iginde elde edilen protein
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degerleri ise, substratin yogun protein igerigi nedeniyle saglikhh bir sekilde

degerlendirilemezler. Bu konu, ileride daha ayrintili bir gekilde tartigilacaktr.

Uzerinde durulmas: gereken bir bagka konu da, TOC tiiketiminde deneyin sonlarina
dogru gorilen hizlanmadir. Bunun nedeni, daha dnce de belirtildigi {izere, titketilmesi
zor besinlerin pargalanarak tiketilmeye hazir hale gelmeleri olarak digiiniilebilir. Ayni

evreye denk gelen protein artis1 da bu goriigii desteklemektedir.

Ayni siire iginde gozlenen oksijen transferi (OTR) ve karbon dioksit iiretimi (CPR)
hizlar1 da Sekil 4.4’te verilmigtir.

0,07 l m 0O Qo g

0,06 a ®E ®m 0O 0O 0O g
___ 0,05 ]
7
S 004 1 u om ® OTR{kg/m3.h)
g 0,03 4. O CPR {kg/m3.h}
o
S

0,02 |

0,01

0 - } t } {
0 100 200 300 400
Zaman(dak)

Sekil 4.4 Kesikli deney I'de OTR ve CPR degerlerinin zamanla degigimi

Sekil 4.4’te oksijen transfer hizinin beklendigi gibi, giderek ivmelenen bir hizla
azaldig1 gorilmektedir. Sirecin baglangicinda kolay tiiketilen organik maddelerin
giderimi s6z konusudur, geriye kalan besinlerin tiiketilmesi zorlagtikga oksijen tiiketim
hiz1 da azalmaya baglamigtir. Ancak bunun TOC tiiketimiyle uyum iginde oldugunu
soylemek zordur, zira TOC tiketiminde son 1 saatte gozlenen hizlanma oksijen
transferinde gorinmemektedir. Solunum sonucu ortaya gtkmakta olan karbon dioksit
tiretimi ise deneyin ortalarinda az bir yiikselme gostermigse de genelde sabit kalma

egilimindedir. Oksijen transferinin bir aktif biyokiitle gostergesi olarak kullaniimasiyla



73

ilgili sorunlardan daha 6nce soz edilmisti. Bakteriler, ortam kosullarma goére farkli

solunum bigimlerini kullanabilmektedirler.
4.1.1.3. Uriin Degerleri

Uriin degerleri, titketilen substrat ve oksijén ile iiretilen protein miktarlar1 arasindaki
kargtlikli iligkileri, spesifik Uriin degerleri ise, bu iligkilerin ortamda bulunan
biyokitleyle iligkilendirilmesini ifade ederler. Substrat, oksijen ve biyokiitle (burada
protein/0.55 olarak alinacaktir) arasindaki iliskilerin temeli bakterilerce gergeklestirilen
hiicre sentezi ve solunum siiregleridir. Reynolds (1982)’de atiksuyun organik kismint,
yani substrati temsil etmek tzere CeH14O:2N, iretilen aktif ¢gamuru da temsil etmek
iizere CsH7O2N bilesimleri alinarak agagidaki ampirik solunum ve sentez denklemleri

elde edilmigtir:
Solunum denklemi:

CsH1402N + 7.75 02 ————-> 6 CO2 + NHs* +.5 20 + OH’ 4.1
Sentez denklemi:

5 CeH1402N + NH4 " +-8.75 02 + OH ——-- > 6 CsH702N + 16.5 H20 (4.2)
Toplam:

6 CeH1402N + 16.5 O2 + ——-—--> 6 CsH702N + 6 CO2 + 16.5 H20 (4.3)

Bu denklemlere gore ve tiretilen biyokitlenin % 55’inin protein oldugu goz oniinde

bulundurularak, aerobik aritmaya iliskin agagidaki teorik uriin degerleri elde edilebilir:
Yois = 1.2 g tiiketilen oksijen / g tiiketilen organik karbon,

Ypis = 0.86 g tiretilen protein / g tiketilen organik karbon, ve
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Yoip = 1.4 g tiiketilen oksijen / g liretilen protein.

Deneyde elde edilen iiriin degerleri Sekil 4.5'te verilmistir.

27
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* En bagtaki ile 165. ve 270. dakikalardaki protein degerleri ihmal edilmistir.

Sekil 4.5. Kesikli deney I’de tiriin degerlerinin zamanla degigimi

Burada elde edilen ortalama triin degerlerine bakilacak olursa, Yos (0.4), Yo (0.39)
ve Ypis (0.77) degerlerinden sadece Ypis degeri teorik olarak verilen degere
yaklagmaktadir. Diger ikisi teorik degerlerden oldukga uzaktadirlar. Bu da bakterilerin
¢ok az oksijen kullanarak hiicre sentezi yaptiklarini gostermektedir. Ayni kargilagtirma
R (solunum katsayisi, = OTR/CPR) agisindan yapilirsa, teorik 2 degerine kargiik

deneysel 0,92 degeri mevcuttur.

Uriin degerlerinin biyokiitleye boliinmesiyle elde edilen spesifik iiriin degerlerinin

zamanla degisimi de Sekil 4.6’da gosterilmigtir.
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Sekil 4.6 Kesikli deney I’de spesifik tiriin degerlerinin zamanla degigimi

Yors degerleri, deneyin baglangicindan itibaren artarak deneyin ortalarinda en yiiksek
degerlere ulagan ve daha sonra azalip baglangigtaki degerlere donen bir egri
olusturmaktadir. Substrata gore tiiketilen oksijen miktarindaki bu egilimin
agiklanmasinin besleme rejimi ile iligkili olabilecegi dugiiniilmektedir. Yo degerleri,
100.-135. dakikalarda protein degerlerinde gozlenen sabitlik nedeniyle bir miktar
artmug gibi goriinse de, deney boyunca gorece sabit kalma egilimindedir. Ypis degerleri
ise, ilk dakikalarda gozlenen ve anlamli oldugu konusunda daha 6énce de belirtilen
supheleri tagiyan ilk deger ihmal edilirse, giderek artan bir grafik izlemektedirler. Bu

degerlerin yorumlanmasinin sistemin besleme rejimiyle iligkili olacag: diigiiniilebilir.

Sistemin kesikli bir stireg oldugu ve bakterilerin tiim aktivitelerinin bu siirece gore
sekillenecegi  gercegi, déneye iliskin tim  verilerin  degerlendirilmesi ve
yorumlanmasinda goz onitinde tutulmalidir. Buradan hareketle, siireg, 100’er dakikalik
i bolim halinde incelenebilir. 1k bolimde yogun bir substrat tiketimi
gozlenmektedir. Tiiketilen oksijen de bu boliimde yiiksektir ama bu, substrat
tiketimine oranlandiginda onemsiz kalmaktadir. Bu boliimdeki protein degerlerinin
yorumlanmasinda ise giigliikler s6z konusudur ve net bir yorumda bulunmak olanaksiz
gibidir. Ikinci bolimde substrat ve oksijen tiketim hizlan yavaglamakta ve bu durum

da bunlara iliskin tiriin degerlerinde bir artisa neden olmaktadir. Protein degerleri ise
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gorece sabitliklerini bolimiin ilk yarsinda da siirdiirmekte, ancak ikinci yardan
itbaren artmaya baglamaktadirlar. Son boliimde ise oksijen tiiketimi azalmasini
sirdiirmekte iken, substrat tilketimi yeniden artmaya baglamigtir. Buradan hareketle
deney siiresince gozlenen tiim Yo/s degerlerine substrat tiiketiminin yon verdigi
soylenebilir. Protein ise ikinci bolimde baglayan artigini son béliimde iyice artirarak

substrat artiginin tizerine gikarmugtir,

Tiim bunlar birarada diisiiniildiigiinde ortaya gdyle bir tablo gikmaktadir: Ilk bolimde
gozlenen yiiksek substrat tilketimine kargin oksijen titketiminde buna benzer bir artig
olmamasi, bakterilerin substratla karsilagtiklari ilk anda, besinleri tiiketmek yerine
absorpladiklarini, ya da sadece kolaylikla tiiketebildikleri besinleri tiiketip geriye
kalanlar1 da absorpladiklarini akla getirmektedir. Reaktore konulan kiltirin sinurh
oksijen ve substrat kosullaninda oldugu dugtinilirse, bakterilerin yogun besin
ortaminda, boyle davranmalan disiinilebilir. TOC 6lgtimii santrifiijlemeden sonra iist
stvida yapildigi igin absorplanan besinler 6lgiimde goriinmemektedir. Bu islem
tamamlandiktan sonra ikinci evrede hem bu besinleri hidroliz ve enzimler yardimiyla
pargalanarak tiketilmeye uygun hale gelmeleri ve tiiketilmeleri s6z konusu olmakta,
hem de hiicre sentezi baglamaktadir. Bunlardan ilki yitksek Yos degerlerine, ikincisi
ise giderek artan protein degerlerine neden olmaktadir. Son béliimde ise, bu
geligmenin beklenen sonucu olarak hizh bir hiicre sentezi (dolayistyla protein artigi)
vardir. Yine bu boliimde R-TOC’ta gozlenen artma egilimi, olasilikla yine karmagik
besinlerin pargalanmasiyla ilgilidir, zira eger endojenik evre sdz konusu olsayds,
protein miktarinda bir azalma beklenirdi. Dahasi, ortamda hala 1170 mg/l TOC vardir
ve reaktor g¢ok iyt havalandinldigt igin “bu kadar erken bir o6lim evresi

beklenmemelidir,

Karbon kiitle dengesi, ampirik (4.3) kimyasal denklemi g6z dniine alinarak ve protein
degerlerinin siireg iginde 4.25 g/l’den 5.1 g/'ye ¢iktig1 diigiiniilerek kurulabilir. Siireg
icinde titketilen organik karbon olarak, harcanan karbonun biyokiitleye doéniiserek
goktiigii dugunilerek st sivida 6lgiilen TOC degerleri dikkate alinmustir. Uretilen
karbon ise, protein artiginin 0.55 ile béliinmesinden elde edilen biyokiitle artigindan

¢tkanlmustir ( (4.3) denkleminde biyokiitlenin protein igerigi 360/678; olgiilen tim
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proteinin biyokﬁtle proteini oldugu kabul edilmigtir). Buna CO2 olarak uzaklagan

karbon ile siireg igerisinde gozlenen IC artig1 da ilave edilmigtir.

Tiiketilen karbon = (2220 - 1170) x 70/1000=73.5 g
Uretilen karbon = (5.1 - 4.25)/0.55 x 360/678 x 70 =574 g
COz ile uzaklagan karbon = (0.064 x 315/60) x 70 x 12/44=6.4 g

Suda ¢6ziinmiis olarak bulunan karbon =

Cikan gazin COz igerigi % 1-1.5 arasinda degismektedir. Buradan, COz’nin 26
°C’deki kismi basinct (aynt derecedeki suyun buhar basinct 32 mbar, ¢ikan gazin CO2
igerigi de % 1.25 alindiginda) kPa olarak (1020 - 32) x 1.25/100 = 12.3 mbar = 1.23
kPa olur. Buradan Schumpe et.al. (1982) den,

[COz}(mg/l) = (10° x 44 x 1.23 x 0.737) / (22,258 x 101.3) = 17.7 mg/l bulunur.

Bu durumda reaktdrde ¢6ziinmiiy CO2 karbonu olarak toplam;

17.7 x 70/1000 x 12/44 = 0.34 g karbon bulunur. Ancak bu degerin zaman igindeki
degisimi goz oniine alindiginda, artisin ihmal edilebilir bir deger olacag goriilebilir.
Dahasi bu degerin igine suda ¢oziinmiiy bulunan bikarbonat (HCO3") ve karbonat
(CO3") iyonlart dahil degildir ve bu tig bilesigin kendi aralarinda pH’a ve sicakliga
bagli olarak gesitli denge reaksiyonlan sézkonusudur. Bunun yerine inorganik karbon

olgiimlerinin kullanilmasinin daha dogru olacag: dustinilmistiir.

Reaktorde deney boyunca inorganik karbon degerleri ( Tablo 4.1’de gosterilmemistir)
340 mg/I’den 400 mg/l'ye ¢ikmigtir. Bu durumda inorganik karbon artigt (60 mg/1 x
701/ 1000) 4.2 g’dir. Bu deger denklemin sol tarafina yazilisa denge denklemi,
73.5=574+64+42

73.5=068

seklinde olacaktir. Gorildiigi gibi karbon agisindan iyi bir denge soz konusudur.

Aradaki 5.5 g’lik karbon farkinin, deneylerdeki hatalardan ziyade protein/biyokiitle

orani olarak segilen % 55’lik degerden kaynaklandigi digtnilebilir. Nitekim, eger bu
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oran % 50 alinirsa denge neredeyse tamamiyla saglanmaktadir. Bu orana iligkin
gercek deferin bulunmasi ise oldukga ayrntili ve karmagk bir g¢aligmay:

gerektirecektir.

4.1.1.4 Reaksiyon Kinetiklerinin Belirlenmesi

Biyokimyasal kinetiklerin belirlenmesinde Reynolds (1982)’de sozii edilen iki yaklagim
kullanildi. Monod yaklagiminda substrat giderimi ve protein {retiminin Monod
kinetigine uyup uymadifi Langmuir yOntemiyle belirlendi. Substrata iligkin
konsantrasyon degerlerinde, verilen besinin iginde organik olan ancak bakterilerce
tikketilemeyen ya da gok zor tiketilen maddelerin de var oldugu digtnildi. Bu
maddelerin miktari, kesikli deneyin sonunda 1170 mg/’lik bir TOC miktarinin halen
titketilmemis oldugu g6z éniinde bulundurularak 1000 mg/l’ye yakin bir deger olarak
tahmin edildi ve besin konsantrasyonu degerlerinden bu deger ¢ikarildi. Ancak daha
uzun siireli bir deneyde bu kalici miktar kesin olarak belirlenebilir. Sekil 4.7 substrat
gideriminin, Sekil 4.8 de protein iiretiminin Monod kinetigi bakimindan denenmesini

gostermektedir.

60 +
50 +
40 +

30 +

1/q (h)

20 +

10 + -

0 0,5 1 1.5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
1/Cs(10-3)({l/mg)

Sekil 4.7 Kesikli deney I’de Monod kinetiginin substrat giderimi agisindan

denenmesti
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Sekil 4.8 Kesikli deney I’de Monod kinetiginin protein tiretimi bakimmndan

denenmesi

Sekil 4.7 ve 4.8’dan da goriilebilecegi gibi, ne substrat giderimi (r=0.25, o = 12.61),
ne de protein tretimi (en st defer gikanldiktan sonra, 1=0.2, ¢ = 4.32) Monod

kinetigine iyi bir sekilde uymaktadir.

Diger yaklagim kimyasal kinetiklerin bir modifikasyonudur ve atiksulardaki reaksiyon
derecelerini ve hiz sabitlerint belirlemeyi amaglar. (Bkz. Bolim 1.3.1) Burada, hiicre
kiitlesi konsantrasyon igin protein/0.55 degerleri kullandmigtir. Bu kinetige iliskin

degerler Tablo 4.2°de, gizilen grafikler ise Sekil 4.9 ve 4.10’da goriilmektedir.



Tablo 4.2 Reaksiyon Kinetigine liskin Substrat ve Biyokiitle Degerleri
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Zaman | Kullanilabilir X X Xt
(dak) | TOC (mg/) | (mg/) (mg/l) (mg/N)(h)
0 1220 7800
75 860 7545 7670 9590
105 780 7800 7800 13650
135 710 7890 7845 17650
165 510 7670 7735 21270
195 470 8450 8125 26400
225 380 8620 8210 30790
255 320 7490 7645 32490
285 260 9020 8410 39950
315 170 9270 8535 44810
1400 -
1200 ®
1000 +
— |
S 800 -
E n
8 600
| ]
| |
400 + -
||
n
200 + -
0 ‘ ; ; . ' ' . .
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Sekil 4.9 Kesikli deney I’de sifininct derece reaksiyon grafigi
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Sekil 4.10. Kesikli deney I’de birinci derece reaksiyon grafigi

Her iki derecede de yiiksek bir ¢izgisellik gozlenmektedir. Sifirinci derece reaksiyon
i¢in varyasyon katsayisi r = 0,98, standart sapma ise o = 306.36 iken, birinci derece
reaksiyonda r = 0.99 ve ¢ = 0.57’dir. Ayrica sifirinci derece grafigi baslarda ¢izgisel
bir goriintii gizerken giderek bu gérﬁnﬁmﬁnden sapmakta ve bir egri ¢izme egilimine
girmektedir. Bu bakimdan reaksiyonun, hemen tiim endiistriyel atiksularda oldugu gibi
birinci dereceden oldugunu sdylemek yanliy olmayacaktir. Kaldi ki, Sekil 4.9°da
stirecin baglangicinda gozlenen gizgisellik, bol besin kosullarinda reaksiyon derecesinin

sifir olacagim belirten goriisii de dogrulamaktadir.

Sekil 4.10°daki dogrunun egiminden reaksiyon hiz sabiti hesaplanabilir. Burada elde
edilen 0.044 1/ (g biyokiitle)(h) degeri Tablo 1.3 tekilerle kargilagtiriidiginda oldukga
kugiik kalmaktadir. Bunda protein 6lgiimine iliskin olarak daha énce de sozii edilen

sorunlarin pay: olabilir.
4.1.2 Ikinci Deney
Bu deneyde kullanilan substratin 6zellikleri TOC = 12,600 mg/l, IC = 110 mg/l, KM

= 41,2 g/l, ve protein = 7.4 g/l seklindedir. Deneyde elde edilen sonuglar Tablo 4.4’te

verilmigtir.
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Tablo 4.3 Kesikli Deney II’de Elde Edilen Sonuglar

Zaman | TOC KM |Protein | pH [Co6ziinmip [OTR CPR
(dak) |[(mg/l) |(g/l) |{(g/l) 0z (mg/l) |(kg/m>.h) |({kg/m°.h)
0 1970 [13,3(3,03 |[8,16 |5,18 0,15 0,15
156 8,10 |5,67 0,15 0,15
30 1710 3,08 {8,06 [5,99 0,156 0,15
45 8,14 |6,31 0,15 0,154
60 1510 |13,8{3,23 |8,20 |6,63 0,14 0,15
75 8,18 |6,80 0,14 0,15
90 1450 3,38 (8,17 6,80 0,14 0,16
105 8,17 |6,88 0,13 0,16
120 |[1420 3,19 |[8,15 |[6,88 0,12 0,16
135 8,13 |6,96 0,12 0,16
150 [1380 {13,8{4,47 8,12 |6,96 0,12 0,16
165 8,16 (6,96 0,12 0,16
180 |1330 3,38 [8,15 |6,96 0,12 0,15
195 8,13 |6,96 0,12 0,15
210 (1300 |13,6(3,41 [8,10 |7,04 0,12 0,15
225 8,08 (6,96 0,12 0,15
240 |[1250 2,6 8,08 |7,04 0,12 0,15
255 8,07 |7,04 0,11 0,15
270 (1160 [13,1|3,69 |8,07 |7,04 0,11 0,15

Bu deneyde kullanilan substratin KM ve protein igerigt gorece daha azdir. KM
degerleri burada 6nce nedeni anlagtlamayan bir artiy gostermis, ardindan da diigmeye
baglamustir. Protein degerleri de deneyin baglarinda KM gibi artma egilimine girmis,
ancak orta kisimlarda birtakim dalgalanmalar ile sabit kalmig, son kistmda ise onceki
deneyde oldugu gibi artmaya baglamigtir. KM’deki protein igerigi siireg iginde %
23’ten % 28’e ¢tkmistir. TOC tiiketimi de 6nce hizli, sonra yavag ve son boliimde

yeniden hizli bir rota izleyerek onceki deneyde sergiledigi egilimi stirdiirmiigtiir. Aym
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seyler, OTR ve CPR igin de rahatlikla sdylenebilir. Yalmz bu deneydeki OTR ve CPR
degerleri daha buyiiktir. pH deneyin baslangicindan itibaren bir miiddet arttiktan
sonra ilerleyen siirelerde Onceki deneyde oldugu gibi yavagca azalma egilimine
girmigtir. Atiksu igindeki ¢6ziinmily oksijen miktar1 da beklenecegi tizere, OTR ile ters

orantili olarak artmugtir. Inorganik karbon ise 340 mg/l’den 360 mg/’ye gikmugtir.

Protein ‘degerlerinin 90. ile 180. dakikalar arasinda degismedigi diigiiniilerek ¢izilen

zamana gore R-TOC ve R-P grafigi Sekil 4.11°de verilmektedir.

QT-

5 + o ]} ® R-TOC(mg/I.dak}

4 + O R-Pr(mg/l.dak)

R-T0C, R-Pr (mg/!.dak)
a

0 50 100 150 200 250 300
Zaman(dak)

Sekil 4.11 Kesikli deney II'de zamana gore R-TOC ve R-Pr degisimi

Goruldagi gibi 6nceki deney igin sdylenenler burada da gegerlidir. Protein iiretim hizt

son boliimde substrat titketim hizinin {izerine ¢ikmustir.

OTR ve CPR degerleri, dnceki deneye gore yaklagik {i¢ kat daha bilyitk olmasina
ragmen bunun TOC tiiketimine yansidig1 sdylenemeyecektir. Her iki deneyde de TOC

titketim huizlari birbirine yakindir.

Aym sekilde grafiklenen iriin degerleri de Sekil 4.12°de goriilmektedir.
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Sekil 4.12 Kesikli deney II’de triin degerlerinin zamana goére degigimi

Yo degerleri, onceki deneyle ayni bicimde bir yay ¢izmektedir. Keza Ypis degerlerinde
de sonlara dogru bir artis gozlenmektedir. Yop degerleri ise, protein degerlerinin
deneyin orta kisimlarinda dalgalanmasi nedeniyle anlamli bir egilim vermemektedirler.

Ancak baglangi¢ degerleri ile bitis degeri birbirine yakindir.

Ortalama {riin degerleri ise Yos = 0.72, Yps = 0.81 ve Yop = 0.89 olarak
Reynolds(1982)’de verilen teorik degerlere yaklagmiglardir. Ancak burada da
harcanan oksijen, titketilen substrat ve liretilen proteine (ya da biyokiitleye) gore hala

diiguktiir.
Denge ise su sekildedir:

Tiiketilen karbon = Biyokiitlede tiretilen karbon + COz ile uzaklasan karbon + Suda

¢Oziinmilg inorganik karbon artist

56.7g=446g+132g+14g
56.7g=592g¢g
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Substrat tiikketimi ve protein tiretimi ile ilgili Monod kinetigi denemeleri Sekil 4.13 ve
4.14’te verilmigtir.
60 T
50
40 4 n

30 +

1/q(n)

20 +

10 4

0 t t }
0 1 2 3 4 5
1/Cs{10-3}{l/mg)

Sekil 4.13 Kesikli deney II’de Monod kinetiginin substrat giderimi bakiminnan

denenmest

0 t t } } {
0 1 2 3 4 5
1/Cs{10-3){I/mg)

Sekil 4.14 Kesikli deney II’"de Monod kinetiginin protein tiretimi bakimindan

denenmesi
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Her ikisi de Monod kinetigine uymamaktadir. Substrat giderimi (r=0.24, ¢ = 18.06),

ve de protein tiretimi (r=0.08, o = 18.27) Monod kinetigine uymamaktadir.

Reaksiyon derecesini belirlemek amaciyla yapilan hesaplamalar sonucu sifirinct derce

ve birinci derece reaksiyonlar igin gizilen grafikler de Sekil 4.15 ve 4.16’da verilmistir.

1000
200
800
700 f =
600 +
500 + =
400 + -
300 |
200 |
100 |

T0C (mg/1)

0 : f ‘ ’ ; -
0 5 10 15 20 25 3
Xt {bin){mg/l)(h}

Sekil 4.15 Kesikli deney II’de sifirinct derece reaksiyon kinetiginin denenmesi

In TOC

0 t t t t } {
0 5 10 15 20 25 30
Xt {bin}{mg/i}(h)

Sekil 4.16 Kesikli deney II’de birinci dereceden reaksiyon kinetiginin

denenmesi
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Stfirinc1 derece reaksiyon igin r = 0.92 ve ¢ = 225 iken birinci derece reaksiyon igin
bunlar r = 0.97 ve o = 0.49’dur: Reaksiyonun birinci dereceden oldugu soylenebilir.

Reaksiyon hiz sabiti ise K = 0.049 1/ (g biyokiitle)(h) olarak bulunur.

Bu deneyle dnceki deney arasindaki bir bagka benzerlik de 240.-250. dakikalarda elde
edilen disiik protein degerleridir. Bu sonuglar seyreltmeler sirasindaki deneysel
hatalardan kaynaklantyor olabilirler. Ancak, proteinlerin farkli uzunluk ve yapida
olabilecekleri ve dolaysiyla hidrolize olup amino asitlerine ayrilma siirelerinin de bu
ozelliklerine bagli olarak farkhlagabilecegi unutulmamalidir. Bu durum, ayrica, Lowry

yontemine etki edecek diger organik maddeler igin de gegerlidir.

4.1.3 Ugiincii Deney

Engellemeli deneyin on agamasi olarak yapilan bu deneyde diger deneylere ek olarak
NH3+NHa4 degeri de olgilmugtiir. Substrat 6zellikleri TOC = 17,020 mg/l; IC = 280
mg/l, KM = 54.5 g/l, protein = 18,6 g/l seklindedir. Elde edilen degerler Tablo 4.4’te

verilmigtir.
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Tablo 4.4 Kesikli Deney III’de Elde Edilen Sonuglar

Zaman | TOC Protein [NHz+NH4 |pH |OTR CPR KM
(dak) |(mg/l) |{g/N (mg/l) (kg/m3.h) |(kg/m*.h) |(a/l)
0 2260 4,42 8,25 16,b
30 2160 (3,97 205 8,22

90 1740 3,83 206 8,2 16,8
120 1660 |3,91 190 8,21

160 1600 (3,16 170 8,2 {0,2 0,16 16,6
180 1460 |3,24 145 8,17 10,19 0,16

210 [1410 3,33 |[145 8,15 0,17 0,15 16,6
240 1380 [3,41 [130 8,120,16 0,15

270 15600 13,18 125 8,09 (0,16 0,16 16,6
300 1600 3,72 120 8,1110,16 0,16

330 1500 3,38 116 8,1210,16 10,17

360 1400 |3,37 110 8,130,116 0,16 16,5

Baglangigta gozlenen hizli TOC tiuketimi 150. dakikadan itibaren yavaglamakta ve
250. dakikadan itibaren de tamamiyla durmug gozikmektedir. Substrat degerinde bu
dakikada gozlenen artiy, pH degerinde yine ayni dakikalarda goézlenen egilim
degigikligiyle birlikte distintldigiinde yeni bir evreye girildigine isaret etmektedir. Bu
degisim, protein degerinde de dalgalanmalara neden olmugtur. 150. dakikaya kadar
hidrolize olup pargalanan proteinler 240. dakikaya kadar diizenli bir sekilde artmus,
ancak bu dakikadan sonra dalgalanmalar meydana gelmis, egilim olarak ise sabit
kalmistir. NH3 + NH4 degerleri, ilk iki saaf 200 mg/l civarinda kalmig, daha sonra ise
azalarak 100mg/I’ye kadar diigmiistiir. Bu durum ortamda bir nitrifikasyonun varligini
gostermektedir. Zira degerlerin sabitlendigi dakikalarda pH azalmaya baglamiz ve
amonyak degerleri gorece digmustiir. Amonyak, amonyumdan daha 6nce tiiketilecegi
igin once amonyak degerleri, daha sonra da amonyum degerleri azalmigtir.
Nitrifikasyon sirasinda inorganik karbon kullanildig: ve inorganik karbon miktarinin
kesikli deney siiresince 280 mg/I’den 200 mg/l’'ye distigi goz oniine alinirsa bu

kesikli deneyde nitrifikasyonun varligt biiyiik bir olasiik olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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Ayni siuire iginde pH da azalmistir. Ancak bunun bir inhibisyona yol agtigi belli
degildir. Protein artigt ¢ok kisa bir siire izlenebildigi igin gerek Monod, gerekse

Haldane kinetikleri bu siire igin anlamli degerler vermekten uzaktir.

240. dakika sonrasinda sistemin yeni bir evreye girdigi gorillmektedir. Bu agamada
bakterilerin endojenik evreye girmesi pek miimkiin goziikkmemektedir, zira ortamda
halen yogun sayilabilecek bir besin miktari mevcuttur. pH degerlerinin bu dakikaya
kadar diigmesi bir bakima karmagik besinlerin pargalanarak ortamda organik asitlerin
ortaya gtkmasina, bir bakima da nitrifikasyona baglanabilir. Ancak 240. dakikadan
sonra pH’in artmaya baglamas: biiyiik ihtimalle substratin titkkenmesi ve nitrifikasyonun
sona ermesi olarak yorumlanabilir. TOC tiiketiminin ve protein iiretiminin de durma
egilimine girmési, keza OTR’de de gozlenen sabitlesme egilimi goz oniine alinrsa,
diger deneylerde 300. dakikalarda hala devam etmekte olan canli biyolojik siirecin
burada daha kisa strdigil (240 dakika) sonucuna varlabilir. Bu dakikadan sonra

hiicre sentezi azalmig ve bunun sonucu olarak solunum baskin hale gelmig olabilir.

Baglangigtaki biyoklitlenin gostergesi olan ve substrattaki yiiksek protein igerigi

yluzinden olgilemeyen biyokiitlesel protein derigimi tahmini bir deger (6rnegin 2.8

g/l) alinarak 240 dakikalik bir karbon dengesi kurulursa;

Giren karbon = Biyokiitlede tiretilen karbon + COz ile uzaklagan karbon + Suda
¢Oziinmiiy inorganik karbon artisi

Inorganik karbondaki azalma da denklemin sol tarafina yazilirsa;

616g +56g=445g+122g

672g=567¢g

Burada da reaksiyon derecesi birinci derecedir, hiz sabiti K ise 0.048 (I/mg)(h)’dir.



90

4.1.4. Degerlendirme

Yapilan deneylerde izlenen kesikli stireg farkl 6zelliklere sahip ii¢ boliim halinde
incelenmigtir. Bir alijma bolimii olarak da digtnilebilecek olan birinci bbh‘jmde
yogun bir substrat tiketimi s6z konusudur, ancak oksijen tiiketiminin gorece oldukga
diisiik olmast besinlerin tiiketilmekten ziyade absorplanarak tutuldugunu akla
getirmektedir. Biyokiitle parametresi olarak segilen protein degerleri bu béliimde
saglikli olarak izlenememektedir, zira substratin yogun bir protein igerigi vardir ve
olgiilen proteinlerin biyokiitle gbstergesi olabilmesi i¢in Oncelikle substrat olarak
verilen proteinlerin pargalanmasi ve bakterilerce tiiketilmesi gerekmektedir. Bu iglemin

2-2.5 saatlik bir siire gerektirdigi tahmin edilmektedir.

Ikinci bolimde substrat titketimi yavaglamaktadir. Oksijen titketimi de aym egilimdedir
ancak azalma, substrata gore daha azdir. Bu durum triin degerlerinin yiikselmesine
yol agmaktadir. Protein derigimi ise, hidrolizin sona erdifini gosteren diigik bir
degerden sonra yiikselme egilimine girmektedir. Bu boliim ayrica CPR’de de hafif bir
artist getirmektedir. Tiim bunlar bir arada dugiintildiigiinde, 6rnek kiiltiirde bulunmast
muhtemel anaerobik bakterilerin artik tamamen yok olduklari, aerobik bakterilerin de
absorpladiklar: besinleri tiiketmeye ve hiicre sentezlemeye bagsladiklart akla

gelmektedir.

Son béliim ise, substrat titkketiminin yeniden hizlandig1, buna karsilik OTR degerlerinin
azalmaya devam ederek belli bir minimum noktada sabitlendikleri bir siireyi ifade
etmektedir. Protein iiretimi ise bu boliimde iyice hizlanmaktadir. Substrat tiiketiminin
hizlanmasi, tiiketilmeleri daha uzun bir siire gerektiren karmagik besinlerin
pargalanmaya baglamalari neticesinde olabilir. Bu boliimde kolay tiiketilebilen substrat
miktar1 arttk azalmig oldugu igin hiicre (ve protein) sentezinin hizlanmasi olasidir.
Ancak sentezleme sonucu oksijen kullammimin artmast beklenebilir. Ne var ki,
OTR’de boyle bir artis gozlenmemekte, aksine azalma egilimi bu bolimde de
sirmektedir. Bunun, substratin giderek sinirlayict bir hal almaya baglamasi ve
bakterilerin farkli solunum yollarini kullanma egilimine giimeleri ile iligkili oldugu

dustintlmektedir.
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KM ve UKM degerleri biyokiitleye iligkin net bir bilgi vermemektedirler. Ancak bu
sistemin kesikli karakterinden ve yogun organik madde igeren besinden
kaynaklanmaktadir. Deneylerde KM’nin protein igerifi % 25-% 32 arasinda
degismektedir. Ote yandan, protein/KM orani deney siiresince artmaktadir. Aym
yargl, UKM/KM ve protein/UKM orani i¢in de gegerlidir. KM ya da UKM igindeki
biyokiitle oraninin siireg iginde artmasi beklenecegi igin, biyokiitlenin proteinle kontrol

edilmesi daha iyi sonuglar verecektir.

Nitekim, proteine gore belirlenen biyokiitlenin reaksiyon derecesi bakimindan substrat
giderimiyle iliskisi, pekgok endistriyel atiksuda oldugu gibi birinéi dereceden bir
reaksiyona isaret etmektedir. Ancak hiz sabitinin oldukga digik bir deger olarak
hesaplanmasi, atiksuda, protein oOlgiimleri igin kullanilan Lowry yontemini
etkileyebilecek maddelerin varligini giindeme getirmektedir. Demir iyonlarindan
glikoza birgok organik ve inorganik madde Lowry yontemini etkileyebilmektedir.
Baglangig ve son degerler arasindaki fark tizerine kurulan denge denklemlerinin
mantiklt sonuglar vermesi, bu tiir maddelerin, ortamda bulunsalar da, derigsimlerinin
fazla degismedigini ve her olgiimii ayni derecede etkilediklerini distindiirmektedir.
Eger boyleyse, protein/biyokiitle orani olarak alinan 0.55 deZerinin yerine bagka bir
calijmada elde edilebilecek gergek bir degerin, ya da en azindan daha biyiik bir

degerin kullanilmasi yoluna gidilebilir.

Deneyler tiiketim hizlann agisindan degerlendirilirse, biyokitle parametrelerinin
substrat tiiketim hiziyla ilikilerine bakilabilir. Her (¢ deneydeki substrat tiiketim
hizlarina karsilik protein tiretim ve oksijen tiiketim hizlann Sekil 4.17 ve 4.18’de

verilmigtir.
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Sekil 4.18 Kesikli deneylerdeki oksijen titketiminin substrat tiiketimine gore

degisimi

Sekil 4.17°den de gorilebilecegi gibi sistemin kesikli olmasinin getirdigi tiim
olumsuzluklara ragmen Rs ile Rp arasinda pozitif bir baginti vardir (r = 0.19, ¢ =

1.59). Oksijen tiiketimi ile substrat tiiketimi arasindaki baginti ise negatiftir (r = - 0.22,
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o = 0.76). Burada bir genelleme yapilirsa, proteinin gerek KM ve UKM, gerekse
OTR’den daha iyi bir biyokiitle géstergesi oldugu soylenebilir.
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4.2. Kesikli-Beslemeli (Yar1 Siirekli) Reaktér Deneyi
4.2.1 Deneyin Yapilist

Kesikli-beslemeli siireg, kesikli siirecin devaminda izlendi. Kesikli reaktér deneyinden
sonra reaktér, aynit kosullarda (sicaklik 26 °C, hava debisi 9 l/dak ve kangtirma hizt 3
rps), ancak besleme yapiimaksizin gabgir durumda birakildi. Bununla bakterilerin
substrata iyice adapte olmalari amaglandi. Yaklagik 18 saatlik bir beklemeden sonra
(kesikli reaktor deneyinin ertesi giinii) reaktor, ayni yerden alinan ham atiksu ile (TOC
= 17.800 mg/l, IC = 220 mg/l, KM = 53.2 g/l ve protein igerigi = 17.4 g/l) 21.25
ml/dak’lik bir hizla beslenmeye baglandi. Ilk 6rnekler besleme baglamadan hemen 6nce
alindi. Tiiketilen toplam organik karbon, 5.4 mg/l.dak’lik (17,800 mg/l x 21.25 ml/dak
/70 1/ 1000 ml/) TOC besleme hiziyla ulagilacak toplam TOC degerlerinden (TOCt)
deney siiresince olgiilen TOC (TOCm) degerlerinin g¢ikarilmasi yoluyla (TOCd =
TOCt - TOCm) izlendi. Gerek substrat ve okstjen titkketimi, gerekse CO2, KM, UKM
ve protein tretimi hizlarinin hesaplanmasinda kolayhk olmast agisindan reaktoriin

hacminin sabit kaldigt varsayildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.5’te verilmistir.
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Tablo 4.5 Kesikli-Beslemeli Reaktor Deneyi Sonuglar

Zaman |[TOCt |TOCm |TOCd |02 pH |KM JUKM [Protein
(mg/l) { (mg/) |{mg/l} |(mg/l) (g/ly [{g/n) |(a/)

0 980 |980 |0 7,12 |8,18|13,8]6,71 |3,85

16 6,47 |8,16

30 |1142 [1030 (112 |6,41 |8,14 3,63

45 6,37 |8,13

60 1304 [1130 |174 [6,31 |8,11]156,2(6,27 | 441

75 6,31 |8,09 |

90 | 1466 |1240 [226 |6,27 |8,09 4,09

105 6,22 |8,07

120 | 1628 |1300 |328 |6,16 |8,07|15,5|6,63 |3,85

135 6,13 |8,06

160 |1790 |1360 |430 44

165 6,13 |8,06

180 |1952 | 1420 |532 16,5(6,71 | 4,56

195 6,13 |8,06

210 |2114 [1560 |564 |6,13 |8,06 4,62

225

240 |2276 | 1580 |696 17,2]7,31 |4,78

256 6,13 |8,07

270 |2438 [1720 |718 |6,13 |8,07 4,84

286 6,16 |8,07

300 |2600 |1740 |860 4,94

316 6,38

330 |2762 | 1680 |1082 |6,47 |8,07|18,2|7,48 |51
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4.2.2 Aktif Biyokiitle Parametreleri

Deney stiresince gozlenen TOC tiiketimi Sekil 4.19’da verilmektedir.
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E 1500 ¢ » a O TOCm(mg/l)

]
|| ] 4 TOCd |
1000 é R . TOCd{mg/1)
*
+ *
500 | « * ¢
. L 2
. *
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Sekil 4.19 Kesikli-beslemeli reaktérde TOC tiiketimi

Bakteriler, kesikli deneyde besine alstirildiklann igin  bir aligma evresi
beklenmemektedir. Ancak substrat yogun organik madde igerdigi igin bu organiklerin
parcalanmalan zaman alabilir ve bu da TOC tiiketiminde bazi dalgalanmalara neden
olabilir. Sekil 4.20°de goriildiigii gibi substrat tiketimi 150.-200. ve 250.-300.
dakikalar arasinda gozlenen kisa siireli durgunluklar diginda oldukga sabit bir sekilde
devam etmektedir. Bu siire iginde gozlenen KM, UKM ve protein derisimleri Sekil
4.20’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.20 Kesikli-beslemeli deneyde KM, UKM ve protein derigimlerinin

zamanla degigimi

Her ii¢ parametrede de bir arti sozkonusudur. KM ve UKM, proteine gore daha sabit
bir hizda artmaktadirlar. Bunun nedeni, bu parametrelerin dogrudan besinle iligkili
olmalanidir. Substratin yogun organik madde igerigi ve bu organiklerin sisteme ne
sekilde verildikleri, bu parametrelerin degisimine yon vermektedir. Proteinler ise, ilk
120 dakikada birkag dalgalanma yaptiktan sonra sabit bir artisa gegmislerdir. Bu
dalgalanmalarda, kesikli deneyde oldugu gibt hidroliz ve pargalanma reaksiyonlarinin

etkili oldugu samlmaktadir.

Bu parametrelerin birbirlerine gore oranlart deney boyunca sabit kalmaktadir ( protein
/ KM = 0.28, protein / UKM = 0.67 - 0.68 ve UKM / KM = 0.41). Her ii¢ parametre
de ortamdaki substrat miktariyla birlikte artmaktadir. Dolayisiyla kesikli deneyde net
olarak gozlenen protein oranlarindaki artiy burada gozlenememistir. Ancak, bu
parametrelere iligkin artis hizlari, substrat tiikketim hiziyla iligkileri agisindan bir anlam
ifade edebilir. Substrat tiiketim ve protein tiretim hizlar1 Sekil 4.21°de, KM ve UKM
artiy hizlart da Sekil 4.22’de goriilmektedir.
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Sekil 4.21 Kesikli-beslemeli deneyde substrat tiiketimi ve protein tiretimi
hizlarinin zamanla degigimi
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Sekil 4.22 Kesikli-beslemeli deneyde KM ve UKM artig hizlarinin zamana

gore degisimi

Sekil 4.21°de protein tiretim hiziyla substrat tiikketimi arasinda iyi bir uyum oldugu
gozlenmektedir. Ancak her iki parametre de oldukga dalgali bir egilim gostermektedir.

TOC gideriminde ilk dakikalarda kesikli deneydekine benzer bir egilim
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gozlenmektedir. Protein degerlerinde dalgalanmalar gozitken bu dénem, bakterilerin
besinle ilk kargilagtiklart andaki hareketlerini andirmaktadir. Bu donemden sonra gerek
- TOC tiiketimi, gerekse protein iiretimi agisindan sabit bir evreye girilmektedir. Kesikli-
beslemeli reaktdr deneyindeki temel amaglardan birinin sistemi her tiirlii limitasyondan
miimkiin oldugunca uzaklagtirmak ve sabit bir igleyis saglamak amaci burada
gergeklesmis gibi gorinmektedir. Ancak bu boliimiin hemen sonrasinda hem TOC
gideriminde, hem de protein {Uretiminde gorilen 30’ar dakikalik iki bayik
dalgalanmanin nedeni anlagilamamaktadir. Bu noktada, ortamdaki besinin giderek
artmasi nedeniyle bir substrat inhibisyonundan, ya da besin igindeki bir maddenin
birikerek inhibisyona neden olabilecek bir miktara ulagmasindan giiphelenilebilir.
Ancak ne 6lgiillen TOC degerleri, ne de o zamana kadar verilmis olan yaklagik 4 1
besin daha once herhangi bir inhibisyona neden olmamiglardir. Dolayisiyla bu
donemsel dalgalanmalarin yine karmagik organiklerin pargalanmalari ile ilgili oldugu
dissiiniilmektedir. Bu dénemin ardindan deneyin son kisminda bu iki parametrede de

goriilen hizli artig bu goriigii dogrulamaktadir.

KM artis1 ise heniiz tiiketilmeyen substrat nedeniyle baglangigta buiyiiktar, ancak
sonraki evrelerde substrat titketiminin giderek artmast nedeniyle yavaglama egilimine
girmigtir. Bunda reaktérdeki sivi hacminin giderek artmasimnin da bir etkisi vardir.
UKM artist ise giderek yavaslamakta egiliminde iken 150. dakikada nedeni
anlagilamayan bir yiikselme s6z konusudur. Bunun deneysel bir hatadan kaynaklandig:

dugtinalebilir.

Kesikli-beslemeli deneyde elde edilen OTR ve CPR degerleri Sekil 4.23’te verilmistir.
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Sekil 4.23 Kesikli-beslemeli deneyde OTR ve CPR’nin zamana gore degisimi

OTR degerleri giderek artmaktadir..Ortamdaki besin, besin giderimi ve dolayisiyla
hiicre sentezi arttikga oksijen titketimi artmaktadir. Zira, besin tiiketiminin yanisira
yeni sentezlenen hiicrelerin solunum yapmalari da oksijen tiiketimini artiracaktir.
Besin giderimi ve protein sentezinin hizh bir yiikselise gegtigi 250. dakika sonrasi
oksijen tiiketiminde de gittikge hizlanan bir artig goriilmektedir. CPR degerleri ise
gorece sabit bir egilim gostermektedir, ancak deneyin son bolimiinde OTR ile birlikte
CPR’de de artig s6z konusudur. Kiltiir, besine aligtiilmis bir kultir oldugu igin

buradaki CPR artiginin solunum artist ile baglantilt oldugu sdylenebilir.
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4.2.3 Uriin Degerleri

Kesikli-beslemeli deneyde elde edilen tiriin degerleri Sekil 4.24’te gériilmektedir.
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Sekil 4.24 Kesikli-beslemeli deneyde elde edilen iiriin degerlerinin zamana

gore degisimi

Yois ve Yps'ye ait olan ve substrat tiiketimindeki dalgalanmadan kaynaklanan ikiser
adet yiiksek deger ihmal edilirse tim uriin degerlerinin deneyin sonuna dogru
azaldiklart gozlenmektedir. Yos degerleri, deney baglangicinda kesikli deneylerde
oldugu gibi artma egilimine girmis, ancak daha sonra uzun bir siire gorece sabit
kalmigtir. Bu siiredeki ortalama Yos degeri 0.84’tiir. Tiim deneyin ortalama Yois degeri

ise 1.24 olup, 1.2 teorik deZerine oldukga yakindir.

Yps de baglangigta hafif artma egilimine girmis, ancak daha sonra yavagga azalmustir.
Burada, substrattaki Lowry yontemini etkileyecek maddelerin reaktoriin iginde
giderek biriktiginin goz oOnitinde bulundurulmasi gerekir. Nitekim Yps degerleri
¢ogunlukla 0.86 teorik degerinin tizerindedirler. Ihmal edilen degerler harig ortalama
Ypis, 1.11°dir. Ancak, Ypis degerlerinin deneyin sonuna dogru azalmaya baslamasi,

Lowry yontemini etkileyen maddelerin de zamanla bakteriler tarafindan tiiketildigini

gosteriyor.
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Yo degerleri ise deneyin genelinde sabit kalma egilimindedir. Ortalama Yo degeri,
- 0.77 iken, teorik deger 1.4 olarak verilmigtir. Olgiilen protein degerlerinin bir miktar

yiiksek olabilecegi g6z Oniinde tutulursa teorik degerlere yaklagildigi soylenebilir.
Bu deney igin karbon dengesi kurulursa,

Tiiketilen organik karbon = 1082 x 70/100 =75.74 g

Uretilen organik karbon = (5.1 - 3.85)/0.55x 360 /678 x 70 =84.47 g
CO:z ile uzaklagan karbon = (0.155x330/60) x 70 x 12/44= 1628 g
Reaktore verilen inorganik karbon = 220 x 21.25/1000 x 330/1000 = 1.54 g
Suda ¢dziinmiig inorganik karbon artig1 = (500 - 400) x 70/ 1000=7 g

7574g+154g=8447g+1628¢g+7g

7728 =84.47+16.28+7

77.28 =107.75

Kesikli galiymada oldugu kadar iyi bir denge goriilmemektedir. Bunun nedeni, verilen
besin iginde bulunan Lowry yontemini etkileyecek maddelerin kesikli-beslemeli siireg
boyunca giderek artmasidir. Reaktoriin hacminin kabul edildigi tizere sabit kalmayip
giderek arttifi da diistinilecek olursa, reaktore giren ve ¢ikan karbon miktarlan
arasindaki fark daha da agilacaktir.

4.2 .4 Reaksiyon Kinetiginin Belirlenmest

Reaksiyon kinetigini belirlemek amaciyla Monod kinetigi, substrat tiiketimi ve protein

iiretimi bakimindan denendi. Substrat tiiketimine iliskin grafik Sekil 4.25’te, protein
tilketimine iligkin grafik de $ekil 4.26’da verilmistir.
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Sekil 4.25 Kesikli-beslemeli deneyde Monod kinetiginin substrat tiiketimi

bakimindan denenmesi

45 +
40+ m
35 +
30 +

= 25 T = m

— 20 +
1B+ "wg

10 4

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
1/Cs{10-3)(l/mg}

9

Sekil 4.26 Kesikli-beslemeli deneyde Monod kinetiginin protein tiretimi

bakimindan denenmesi

Substrat gideriminde genel egilimden sapan ii¢ deger ihmal edilirse, qmax = 0.094 h™
ve Km = 222 mg/l (r = 0.82, o = 8.88) degerleri bulunmaktadir. Protein iiretiminde de
iki deger ihmal edilirse ptmax = 0.068 h™' ve Ks = 70.4 mg/l (r = 0.45, ¢ = 5.02); ig
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deger ihmal edilirse pmex = 0.09 h™? ve Ks = 150.8 mg/l (r = 0.84, 6 = 4.36)
bulunmaktadir. Ancak ihmal edilen deger sayisinin goklugu ve bunlara bir agiklama
getirilememesi nedeniyle her iki parametrenin de Monod kinetifine kesin olarak
uydupu yorumu yapilamamaktadir. Ozellikle protein iiretiminin Monod kinetigine

uymadigi agikga gorillmektedir.

Ayni deneyde R-TOC ile R-Pr arasindaki iligki Sekil 4.27°de, R-Oz2 arasindaki iligki de
Sekil 4.28’de goriilmektedir.

R-Pr(mg/1.dok)
w

0 1 2 3 4 -5 6 7 8
R-TOC {mg/l.dak}

Sekil 4.27 Kesikli-beslemeli deneyde R-TOC ile R-Pr arasindaki iligki

R-02(mq/.dok)
- N
- o N o
1n
1

o
n

0 1 2 3 4 5 6 7 8
R-TOC{mg/l.dak)}

Sekil 4.28 Kesikli-beslemeli deneyde R-TOC ile R-Oz2 arasindaki iliski



105

Sekil 4.27°de substrat giderimi ile protein tiretimi arasinda iyi bir tliski g6zlenirken (r =
0.75, o = 1.37), Sekil 4.28’de substrat ve oksijen tiiketimi arasinda boyle bir iligki

gozlenmemektedir (r = 0.39, o = 0.2). Bu parametreler birbirinden bagimsizdir.
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4.3. Engelli Biiyiime Deneyleri

Engelli biiyiime deneyleri PAKMAYA aktif ¢amur havuzlarinda zaman zaman
gozlenen yitksek NH3 + NH4 derigimlerinin (6zellikle de NHs) bakteriler igin

inhibisyona yol agip agmadiginin belirlenmesi amaciyla yapildi.

Bu deneylerde, kesikli-beslemeli siirecin belli bir aninda reaktére amonyum tuzlart
atilarak ortamdaki amonyak miktarinin artirilmasi ve amonyak engellemesi yaratiimast
amaglandi. Siireg belirli bir siire bu sekilde izlendikten sonra pH dugtnilerek
ortamdaki amonyak diigiik bir seviyeye indirildi.. Sistemdeki bu degisimlerin substrat

tilketimine ve protein tiretimine etkileri izlendi.

4.3.1 Birinci Engelli-Biiyiime Deneyi

Deney, kesikli-beslemeli olarak baglatildi. Onceki deneylerde saglanan reaktor sartlars
(26 °C, 9 l/dak. hava debisi ve 3 rps karnigrma hizi) bu deneyde de saglandi.
Bakteriler bir gece onceden beslenerek besine aligtirildi. Kesikli-beslemeli siiregte
kullanilan substrat dzellikleri TOC = 17,100 mg/l , IC = 280 mg/l, protein = 18.6 g/l
olarak belirlendi. OTR ve CPR 120. dakikadan sonra 6lgilmeye baglandi. 180.
dakikada reaktére 200 g amonyum klorir (NHsCl) atildi ve pH NaOH ile 8.04’e
¢ikanldi. 260. dakikaya kadar bu seviyede tutlmaya g¢ahgilan pH, bu dakikada
hidroklorik asit (HCI) ile 7.5’e distriildi. 360. dakikada ¢oziinmig oksijen degerinin
biytimeyi sinirlayict bir degere diigmesi nedeniyle karistrma hizi 5 rps’ye ¢ikarilds.

Elde edilen degerler Tablo 4.6’da verilmigtir.
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Tablo 4.6. Engelli Biiyiime Deneyi I’de Elde edilen Sonuglar

Zaman |TOCt |[TOCm |TOCd | Protein | pH 02 NH3+NH4 | OTR CPR
{dak) (mg/l) | (mg/l) |(mg/l)](g/l) (mg/l) | {mg/l) (kg/m®h) | (kg/m°h)
0 1150 [1150 |O 433 |7,62 |6,63 [2,5

15 7,59 |5

30 1340 [1180 |160 [4,78 |7,57 |4,61 |3,65

45 7,55 |4,45

60 1531 |1280 [251 [4,92 {7,653 [4,29 |5

75 7,53 |[4,21

90 1721 |[1360 [361 [4,97 |7,53 [4,13 [5,5

105 7,53 |4,05

120 1912 [1490 |422 |5,45 |7,53 [4,05 |6,5

135 7,52 |3,96 0,17 0,15
150 2102 |[1580 |[522 [5,75 |7,52 [3,88 0,21 0,19
165 7,53 0,22 0,19
180 2293 8,04 2,27 0,25 0,2
195 2388 [1630 |678 |4,99 [7,96 [2,1 [800 0,26 0,06
210 2483 |1680 |803 |5,15 [7,82 [2,1 [750 0,26 0,07
225 2579 [1620 |959 |[5,49 |[7,64

240 2674 | 1680 |994 [5,71 [7,93 [1,62 [700 0,27 0,07
255 2769 | 1800 [969 |5,24 [7,91 [1,78 0,26 0,06
270 2864 |1870 [994 |[5,64 |[7,48 (1,62 |690 0,26 0,16
285 2960 |1780 |1180 (6,23 |7,46 [1,62 0,26 0,26
300 3055 |1910 [1145 [5,79 [7,42 |1,46 |650 0,27 0,27
315 3150 |2020 [1130 (5,49 7,42 [1,38 0,27 0,28
330 3245 |1950 [1295 [5,45 [7,41 [1,29 [680 0,27 0,28
345 3341 |[1960 [1381 (5,96 [7,4 [1,29 0,28 0,3
360 3436 |2120 |1316 |5,83 [7,4 [2,27 |e50 0,3 0,33
375 3531 [2130 |1401 (6,31 [7,4 [2,27 0,3 0,33
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4.3.1.1 Verilerin Yorumlanmasi

Deney siiresince harcanan TOC ile protein konsantrasyonlarnin izledigi grafikler

sirastyla Sekil 4.29 ve 4.30’da goriilmektedir.
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Sekil 4.29 Engelli biiyiime deneyi I’de zamana gére TOC tiiketimi
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Sekil 4.30 Engelli bitytime deneyi I'de proteinin zaman gore degisimi
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Reaktore amonyum kloriiriin  atildigr 180. dakikaya kadar TOC tiiketiminde de,
protein Uretiminde de sabit bir artig gorilmektedir. Bu dakikadan itibaren TOC
tiketimi artigin bir stire daha devam ettirdikten sonra dalgali bir sekilde artma
egilimine girmistir. Protein ise amonyum kloriiriin atilmastyla hemen azalmis, ancak
daha sonra, TOC gibi dalgali bir artma egilimi izlemeye baglamigtir. Burada, amonyum
dolayisiyla yogun bir bakteri 6limi beklenemeyecegine gore (TOC gideriminde bir
azalma olmamas! da bunu gosteriyor) protein sentezinde ani bir duraklamayi, ya da
daha olasi olarak Lowry 6l¢iimiinii etkileyen demir iyonlar1 gibi bazi maddelerin atilan
amonyum kloriir ile reaksiyona girerek inorganik bilegikler olugturmalari ve Lowry
tizerindeki etkilerini yitirmelerini gz ontine almak daha mantikli olacaktir. Nitekim
deneyin bu noktadan sonraki béliimiinde, TOC tiiketimi ile protein arasinda, kisa
sireler igin olsa da, neredeyse bire bir bir egilim benzegmesi sdoz konusudur.
Amonyum kloriir eklenmesinden sonra her iki parametrede de meydana gelen
dalgalanmalarin karmagik besinlerin pargalanmasindan mi, yoksa yaratilmaya galigilan

amonyak inhibisyonundan mu ileri geldigi sorusu ise ileride tartigilacaktir.

IC degerleri ise amonyum atilana kadar 110 mg/I’den 150 mg/l’ye ¢tkmis, ancak
amonyumun atilmasindan sonra bir siire sabit kalmug, ardindan yavagga azalarak 130

mg/l’ye gerilemistir.

Deneye iliskin kinetik degerlerin hesaplanmasi, gorillen dalgalanmalar nedeniyle
giigliikler arzetmektedir. Ozellikle protein degerlerinin deneyin higbir boliimiinde uzun
siireli  sayilabilecek bir egilimleri mevcut degildir. Bu bakimdan pozitif R-Pr
degerlerinin elde edilmesi, elde edilen protein degerlerinin yaklagik yarismnin ihmal
edilmesini gerektirmektedir. R-TOC’ta ise bu oran dértte birdir. Bunun yerine,
meydana gelen zit eilimlerin de bir anlami oldugu diisiiniilerek, azalma goriilen
durumlarda hiz degerleri negatif olarak alindi. TOC tiiketimi ve protein iiretimi hizlar

Sekil 4.31°de goriilmektedir.
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Sekil 4.31 Engelli buytime deneyi I’"de R-TOC ve R-Pr’nin zamana gore

degigimi

Protein Uretiminde gorilen savrulmalar biiyiik olasilikla protein 6lgiimlerindeki yogun

seyrelmelerden kaynaklanmaktadir. Ancak her iki egilimin deney siiresince bir uyum

iginde olduklan soylenebilir. OTR ve CPR grafigi ise $ekil 4.32’de verilmigtir.
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Sekil 4.32 Engelli biiytime deneyi I'de OTR ve CPR’nin zamanla degigimi
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180. dakikadan itibaren yavaglayan ve 200. dakikada duran OTR, pH’1n yiikseltildigi
260. dakika sonrast yeniden artmaya baglamistir. OTR grafiginden net bir inhibisyonun
varhi@i gorilebilir, ancak bu siire iginde TOC gideriminin devam etmesi biyolojik
faaliyetin stirdigiini gostermektedir. Burada baskin bakteri tiirii doniisiimii s6z
konusu olabilir. Daha 6nceki ortama aligik olan bakteriler, yaratilan bu yeni ortama
heniiz aligmamis ve dogal olarak nitrit ve nitrat tiiketici bakteriler bu bolimde 6ne
¢tkmug olabilirler. Oksijen transferinde son saat iginde izlenen hizli artig ise daha gok

kangtirma hizinin artirilmast sonucudur.

CPR ise OTR ile aynt egilimi izlemektedir, ancak pH’in yiiksek tutuldugu dakikalarda
buytik bir diigliy s6z konusudur. Bunun nedeni pH’taki yiikselisin sudaki karbon

dioksit / bikarbonat dengesini CO2 aleyhine bozmasidir:
COz2+ H20 «<>HCOs + H' 4.1

pH ytikseltildiginde sistem dengeyi yeniden saglamak tizere reaksiyon sag tarafa dogru
baskin hale gelir. Bu da sistemdeki ¢6ziinmils karbon dioksitin titkenmesine ve
tiretilen karbondioksitin suda g¢oziinmesine yol agar. Neticede reaktorden g¢ikan
havadaki CO2 miktar: diiger. Nitekim pH serbest birakildiktan sonra sistem hizla eski

dengesine kavugmustur.

Coziinmis oksijen miktan ise ozellikle amonyum kloriir ilavesinden sonra hizlt bir
disiis igine girmigtir. Yiksek miktarda oksijen titketimi ve pH’in kontrol
edilmediginde hizlt bir diigiise gegmesi (195.-225. dakikalar arasi) ortamda hizli bir
nitrifikasyon igleminin oldugunun kanitidir (Bkz. (2.27 - 2.28) denklemleri).

Protein degerlerindeki dalgalanmalar bu parametreye iligkin tiriin degerlerini anlamsiz
kilmaktadir. TOC degerlerindeki dalgalanmalarin ihmal edilmesiyle olusan Yofs

grafigi Sekil 4.33’te verilmektedir.
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Sekil 4.33 Engelli bitytime deneyi I’de Yos’nin zamana gore degisimi

Degerler net bir egilimi ortaya koymasalar da 6zellikle amonyum atimastyla artmaya
baglayan, ve daha sonra 1.5 civarlarinda sabit kalan bir egilimin var oldugu

sOylenebilir. Bu da (1.46) denkleminden elde edilen teorik 1.86 (76 x 32 / (109 x 12))
degerine yakin bir degerdir.

Denge kurulmaya galigilirsa;

Tiiketilen TOC + Verilen IC = Uretilen biyokiitle karbonu + COz ile uzaklasan karbon
+ suda ¢6ziinen inorganik karbon (tiim sistem igin 110
mg/’den 130 mg/I’ye)

98,07g+223g=10137g+2386g+14g

100.3 =126.63

Deneydeki substrat gideriminin Monod kinetigine gore grafigi Sekil 4.34’te

goriilmektedir (birinci ve sonuncu degerler ihmal edilmigtir).
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Sekil 4.34 Engelli biiytiime deneyi I’de Monod kinetiginin substrat giderimine

uygulanmast
Substrat giderimi Monod kinetigine uymamaktadir.
4.3.1.2 Inhibisyonun Incelenmesi

Boliim 2.3.2.1’de amonyak inhibisyonunun pH < 9 ve ¢(N) < 65 mg/l (NHs-N +
NH3-N) belirtilmisti. Engelli bilylime deneyinin baglangicinda NH3 ve NHs toplami 5
mg/l civarindadir. (2.34) denklemine gore NHs ve NH4 miktarlari hesaplanirsa
sirastyla yaklagik olarak 0.1 ve 4.9 mg/l bulunur. Buradan toplam N = (0.1 x 14/17 +
4.9 x 14/18) = 3.9 mg/l bulunur. pH’in 7.5 civarinda oldugu diisiiniiliirse ortamda
herhangi bir amonyak inhibisyonu yoktur. Reaktére atilan amonyum kloriirden sonra
bu miktar toplam 800 mg/I’'ye ve amonyak ve amonyum azotu toplami da 624 mg/I'ye
¢ikmigtir. Ancak bu degerler deneyin sonunda sirasiyla 650 ve 506 mg/’ye diigmiistiir.
Bu durum, ortamda bir nitrifikasyon igleminin varligint ve dolaysiyla bityiimenin
Haldane kinetiklerince belirlenebilecegini gostermektedir. Ancak, amonyum kloriiriin
atildigi 180. dakika sonrasi, biyokutle parametresi olarak kullanilan protein degerleri,
oldukga dalgali bir gorintii arzetmektedir. CONH3-N) degerleri ile bu siire icinde
segilen yedi adet protein degeri kullamilarak (2.32) denklemine gore yapilan kinetik
degerlendirme grafigi Sekil 4.35’te goriilmektedir.
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Sekil 4.35 Engelli bityiime deneyi I’de inhibisyon kinetiginin incelenmesi

Sekil 4.35%ten (en iist deger ihmal edilince) pmex = 0.23 h™, Ksu = 4.6 mg/l (r = 0.66,
o = 1.92) degerleri bulunmaktadir. Inhibisyon kinetigi, goriilecegi iizere Haldane
kinetikleriyle de pek iyi bir uyum gostermemektedir, ancak amonyum kloriirin atildigt
noktadan itibaren degerlendirilen substrat giderimi ve protein uretimi ile Monod
kinetigi iligkilerinin negatif sonuglar vermesi, deneyin bu bolimindeki protein
iiretiminin bir bakima reakt6érdeki amonyak derigimi ile ilgili oldugunu gostermektedir.
Wiesmann (1994)’te amonyak azotu igin verilen Ksu degeri 0.71 mg/I’dir. Yine ayni
kaynakta Nitrosomonaslarin NH4" oksidasyonu igin 26 °C’de pmex = 1.04 giin™
verilirken burada bulunan deger 5.52 giin™dir. Protein 6lgiimiindeki seyreltmeler ve
yontemi etkileyen faktorler, Ozellikle kesikli-beslemeli deneylerde hatalara yol
agmaktadir. Ancak bu hatalarin bu derece biiyiikk bir farka yol agabilecegi
diginiilemez. Bu bakimdan ortamda birden ¢ok bakteri tiiriiniin bilesik faaliyeti

oldugu daha akla yatkindur.

Amonyum azotu  derigimleri ile uygulanan Haldane kinetikleri ise anlamsiz
¢ikmaktadir. Bundan dolayi, eger var ise, inhibisyon daha ¢ok amonyak derisimi ile

ilgilidir.



4.3.2. Ikinci Engelli Bityiime Deneyi

¢
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Bu deney, Boliim 4.1°de verilen kesikli deneylerin sonuncusunun devaminda (bir giin

sonrasinda) yapildi. Deneyde havuzdan alinan 6rnekteki NH3+NH4 derigimi 200 mg/l
olup, yaklagtk 160 mg/l (NH3-N+NHs-N) igermekteydiBu durumda o6rnegin

kendiliginden bir amonyak inhibisyonu igerdigi soylenebilir. Kesikli deneyin sonunda

bu miktar 110 mg/’'ye (85 mg/l N) diistii. Kesikli-beslemeli olarak baslayan deneyde
reaktore, deneyin 145. dakikasinda 200 g NHaCl ve 195. dakikasinda da 50 g
amonyum siilfat (NH4)2SOs atilarak reaktoriin NH3+NH4 derisimi 6énce 780 mg/l'ye,

daha sonra da 900 mg/l’ye g¢ikaridi. 8 civarinda olan pH’a dokunulmadi. 270.
dakikada pH HCl ile 7.5 seviyesine indirildi.

Deneyde elde edilen sonuglar, Tablo 4.7°de verilmigtir.

Tablo 4.7 Engelli Biyiime Deneyi II’de Elde Edilen Sonuglar

Zaman | TOCt { TOCm | TOCd | Protein | NH3+NH4 | pH 02 OTR CPR
(dak) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | {g/1) {mg/l) {mg/l) | (kg/m3.h)} | (kg/m3.h)
0 1040 | 1040 0 3,97 115 8,05 (7,12

60 1350 | 1120 230 | 4,29 120 7,97 7,12

90 1505 { 1200 305 3,66 125 7,95 (6,97

120 1660 | 1200 (460 |[3,68 125 7,95 16,91 {0,19 0,21
150 1815 | 1240 575 4,78 780 7,97 16,97 10,19 0,23
165 1895 4,16 7,96 16,91 |0,19 0,21
180 1970 | 1280 690 4,67 780 7,95 |6,87 |0,19 0,21
195 2050 4,38 7,95 |6,87 |0,19 0,22
210 2125 | 1300 825 |4,3 200 7,95 (6,8 0,19 0,22
225 2205 4,37 7,95 16,73 (0,19 0,22
240 2280 | 1400 880 |4,01 880 7,24 16,73 10,19 0,22
270 2435 | 1260 1175 |1 4,3 880 7,62 |6,65 (0,19 0,59
285 2515 | 1300 1215 14,35 7,57 16,73 (0,18 0,67
300 2590 | 1250 1340 | 4,45 880 7,49 |6,656 (0,17 0,79
315 2670 | 1210 1460 (4,73 7,18 |6,57 10,13 1,67
330 2745 | 1730 1015 | 3,83 890 7,66 |6,73
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Deneyde gozlenen TOC giderimi Sékil 4.36’da, protein iretimi de Sekil 4.37°de

verilmektedir.
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Sekil 4.36 Engelli bityiime deneyi II’de TOC gideriminin zamanla degisimi
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Sekil 4.37 Engelli buytime deneyi II'de protein derisiminin zamanla degisimi
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Reaktére amonyum eklenmesi TOC gideriminde bir etkiye neden olmamistir. Bu
bakimdan sistemde ya varolan engelli biiyiime devam etmis, ya da sistem 900 mg/I’'ye
varan NHs+NHs4 derigiminden etkilenmemistir. Ancak, pH dusiiriilerek ortamdaki
amonyak derigimi azaltilinca TOC gideriminde bir hizlanma goériilmektedir. Fakat bu
hizlanmanin ortamdaki amonyagin giderilmesinden dolayr meydana geldigi kesin
degildir. Zira ortamdaki amonyak-amonyum  degerlerinde bir azalma
gorilmemektedir. Buna ek olarak ne ¢6ziinmis oksijen miktar: biiyiik oranda azalmis,
ne de serbest birakildiginda sistemin pH’inda hizli bir diisme gérﬁlmﬁstﬁr. Dolayisiyla,
ortamda bir nitrifikasyondan soz etmek olast degildir. Bu bakimdan ortamda bir
inhibisyon olmadig1 ve deneyin son kisminda gozlenen hizlanmanin da sistemdeki
biyokiitlenin normal geligimini izleyerek giderek daha fazla TOC tiiketmesi nedeniyle
olustugunu diiglinmek daha mantiklidir. Dahasi, deney siiresince inorganik karbon
miktari, pH distirtilene kadar 200 mg/I’den 260 mg/’ye ¢ikmustir. Fark, o ana kadar
substrat ile reaktore verilen yaklasik 25 mg/I’dan daha biiyiiktiir, dolayistyla ortamda
bir inorganik karbon kullammi yoktur. Inorganik karbon degerlerinde pH’in
disstiriilmesinden sonra hizli bir diisme goriilmiigtiir (260 mg/I’den 140 mg/’ye),
ancak bunun nedeni pH’in diigiirilmesiyle (4.1) denkleminin COz lehine bozulmasidir.

Zaten bu durum, CPR degerlerindeki ani yiikselmeden de goriilebilir.

TOC gideriminde son anda gozlenen diigme, pH kontroliiniin iyi yapilamamasi
nedeniyle pH’in 7.18’e kadar diigmesi sonucu olugmustur ve bu durum hem protein
hem de OTR degerlerindeki azalmadan da goriilebilir. Ortamin, goreli olarak asidik
bir duruma gelmesinin bakterilerin dliimiine yol agmig olabilecegi diistiniilebilir, ancak
bu pH deéeri birgok bakterinin rahatlikla yasayabilecegi bir aralik igindedir. Hatta
Benefield (1980)’de bakterilerin optimum pH araligt 6.5 -7.5 olarak verilmektedir.
Yine de boylesi bir pH diisiisinde, onceki ortama aligtk bakterilerin bir ok
yagayacaklari, en azindan biyolojik faaliyetlerini yavagslatacaklari beklenebilir. Bu
durum OTR’deki hizli diisigii agiklar. Ancak élgilen TOC derisiminin 15 dakika
iginde 500 mg/T’lik bir sigrama yapmast sadece biyolojik etkinligin yavaslamasiyla
agiklanamaz. Aym sey, protein miktarindaki yaklagtk 900 mg/lik diistis igin de
gegerlidir. Bir ihtimal, gorece asidik ortamda yiiksek organiklerin pargalanmast ve
ortaya ¢ikan Griinlerin Olgimlerde tist sivida kalan organik karbon miktarint

artirmasidir, ama bu durumda da protein digisii hala agiklanamamaktadir, zira bu
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pargalanma sonucunda muhtemelen Lowry yontemini etkileyecek maddeler (6rnegin,
yiiksek sekerlerin pargalanmasi sonucu glukoz) de agiga gikacaktir. Belki bir agiklama
bu ortamda serbest ya da hiicre dig1 proteinlerinin de pargalandigidir, ancak bu da

oldukga yiiksek bir hiicre dist/hiicre igi proteinler oranini gostermektedir.

Ote yandan eger ortamda nitrifiye edici bakteriler baskin durumdaysa, bu bakteriler
i(}in optimum pH araligimin 8 - 8.4 oldugu ve ayrica pH degisimlerine gok hassas
olduklari (Benefield, 1980) dusuniliirse, 7.0 civarindaki pH degerlerinde ortamdan
yok olmalar elde edilen sonuglar1 agiklayabilir, ancak bu durumda da reaktorde neden

nitrifikasyonun olugmadigi sorusu cevapsiz kalmaktadir.

Protein derisimi, difer bazt deneylerde de oldugu gibi 120. dakikada en diigiik
degerine ulagmig, bu noktadan sonra artmaya baglamugstir. Ancak, TOC giderimini
etkilemeyen yiiksek amonyak-amonyum derigimleri protein derisimlerini etkilemis
gozikmektedir, zira 145. dakikadan amonyagin giderildigi 270. dakikaya kadar
protein degerlerinde bir sabitlenme egilimi gorilmektedir. TOC tuketimi stirerken
protein iretilmemesi daha o©nceki kesikli ve kesikli-beslemeli deneylerde

karsilagilmayan, engelli deneylere 6zgii bir durum gibi gozitkmektedir.

Protein o6lglimleri sabit bir egilim gostermedikleri igin protein iiretimine iliskin kinetik
degerler ancak segilen degerler iizerinden yapilabilmektedir. Segilen yedi protein
degeri ile elde edilen R-Pr ve son degerin ihmal edilmesiyle elde edilen R-TOC
degerleri Sekil 4.38’de goriilmektedir.
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Sekil 4.38 Engelli bityiime deneyi II’de R-TOC ve R-Pr’nin zamanla degigimi

R-TOC, 100. ve 200. dakikalar arasinda 4 mg/l.dak civarinda sabit iken, 250.
dakikadan sonra yaklagik 8 mg/l.dak’a ¢ikmistir. Bolim 4.2°de incelenen kesikli-
beslemeli deneyin sonunda da buna benzer bir artig goriilmesi, hizdaki bu artmanin bir

sistem 6zelligi olduguna delalet etmektedir.

Deneyde kaydedilen OTR ve CPR grafigi Sekil 4.39’da verilmektedir.

18 1
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Sekil 4.39 Engelli biiyiime deneyi II’de OTR ve CPR’nin zamanla degigimi
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Deneydeki ortalama tiriin degerleri Yois = 0.7, Ypis = 0.73, ve Yonp = 0.95 olarak

kesikli-beslemeli deneyde elde edilen sonuglara yakindir.

Kinetik degerlendirmeler protein tretimi bakimindan yapilamamaktadir. Substrat

giderimi Monod kinetigine uymamaktadir.

Denge ise su sekildedir (315. dakikaya kadar; proteinin 3.7’den 4.8’e ¢iktigt

varsayilarak) :
1022g+19g+42g*=743g+53.1g
108.3 =127.4

* Inorganik karbon deney siiresince 200 mg/’den 140 mg/I’ye diigtii. Bu bakimdan
fark sag tarafa yazild:.

Engelli ya da engelsiz, tiim kesikli-beslemeli siireglerde denge % 15 - % 30 oraninda

triinler lehinde gitkmaktadir.



5, SONUC ve ONERILER

Yapilan kesikli ve kesikli-beslemeli deneylerde proteinin iyi bir aktif biyokiitle
parametresi olabilecegi gorildii. Protein uretim hizi, substrat tiketimi ile diger
parametrelerden (KM, UKM ve OTR) daha iyi bir uyum gosterdi. Ancak, besin olarak
kullanilan maya endiistrisi ham atiksuyunda protein olgtimlerinde kullanilan Lowry
yontemini etkileyecek maddeler bulunmaktadir. Bu maddeler, atiksu igindeki biyokiitle
miktarinin tahmin edilmesinde, bu degerin oldugundan daha biiyitk gériinmesine yol
agan hatalara neden olmaktadir. Buna ek olarak kesikli-beslemeli deneylerde dengenin
saglanamamasinin ya da triinler lehine % 15- % 30 fazla ¢itkmasinin nedeninin de bu

maddeler oldugu disiinilmektedir.

KM ve UKM degerleri, besinin ve atiksuyun iginde bulunan yiiksek organik
maddelerden biiyiik oranda etkilenmekte, ve hatta, deney siiresince bu maddelerin
bakterilerce tiiketilmeleri sonucu gosterdikleri egilimi yansitmaktadirlar. Her ikisinde

de protein igerigi deney siiresince artmaktadir.

OTR ve CPR ise, sistemdeki biyolojik faaliyetin gidisat1 hakkinda bilgi vermektedirler,
ancak, bu parametrelerin gerek substrat tiiketimiyle, gerekse protein (ya da biyokiitle)
iiretimiyle net bir iligkileri saptanamamigtir. Bu parametreler daha g¢ok, aliman atiksu
ornegine iligkin igsel bir 6zelligi yansitmaktadirlar. Biyiikliikleri, érnekteki bakteri
tiirlerinin kullandiklart solunum yollariyla iliskili goriinmektedir, zira 6rnekler reaktore
konulduklar1 anda kaydedilen OTR ve CPR degerleri, sisteme ok etkiler olmadig:
miiddetge pek fazla degismemektedirler.

Substrat, oksijen ve proteine iligkin fark degerlerinden elde edilen tiriin degerlerinde,
genel olarak teorik degerlere yaklagilmigtir, ancak, oksijen tiiketimi tiim deneylerde
teorik degerlere nazaran digiik kalmaktadir. Bu durum, bakterilerin ortam
ozelliklerine gore farkli oksijen yollan kullanma yetenekleriyle agiklanabilir. Ozellikle
reaktérde yaratilan yogun ortam, gofunlikla evsel atiksular igin geligtirilen teorik

degerlerden bir miktar sapiimasinin nedeni olabilir.



122

Yoris degerleri kesikli sistemlerde en yiiksek degerine deneyin orta kisimlarinda ulagan
bir egri ¢izmektedir. Bunun nedeni, bakterilerin yogun besin ortaminda 6ncelikle besin
tilketimi yerine besin absorplama yoluna gitmeleri ve daha sonra oksijen kullanarak
besinleri tiiketmeleri ile agiklanmugtir. Ypis degerleri ise kesikli sistemlerde giderek
artmakta; kesikli-beslemeli sistemlerde ise deneyin biiyiik bolimiinde sabit kalip son
kisimda bir miktar azalan bir grafik gizmektedirler. Bu degerler genel olarak teorik
degerlere yakin degerlerdir. Ama, kesikli-beslemeli deneyde Lowry yontemini
etkileyen maddelerin reaktorde birikmesi dolayisiyla, 6zellikle deneyin sonlarina dogru

teorik degerleri agan degerlere ulagilmugtir.

Kinetik ¢aligmalarda ise substrat giderimi ve protein iiretiminin Monod kinetiklerine
uygunluklari denenmigtir. Kesikli deneylerde gerek substrat tiiketimi, gerekse protein
tiretimi Monod kinetig ile 1yi bir uyum sergilememigtir. Ancak reaksiyon derecesi,
diger pekgok endistriyel atiksuda oldugu gibi, burada da birinci derecedendir. Birinci
derece reaksiyon hiz sabiti ise 0.047 | / g biyokiitle . h bulunmustur. Bu deger, diger
attksularda elde edilen degerlere gore olduk¢a kigiktir. Bunun protein

olgiimlerindeki hatalarla iligkili oldugu diigiiniiimektedir.

Kesikli beslemeli deneyde de gerek substrat tiiketimi, gerekse protein iiretimi Monod
ile iy1 sayilabilecek bir uyum sergilemediler. Burada elde edilen qmax, Km, pimax ve Ks
degerleri sirastyla, 0.094 h, 222 mg/l, 0.068 h™* ve 70.4 mg/1’dir.

Yiksek amonyak ve amonyum derigimlerinde gergeklestirilen engelli deneylerde ise
800 mg/’yi gegen NH3+NH4 degerlerinde dahi farkedilir bir inhibisyon gozlenmedi.
Buradan sistemin ¢ok kararli oldugu ve yapilmaya g¢aligilan engellemelerden
etkilenmedigi sonucuna varildi. Bu deneylerde bir miktar nitrifikasyon soz konusu olsa
da, siiregler engelli sistemler igin kullanilan Haldane kinetikleriyle pek iyi bir uyum
gostermemistir. Nitrosomonaslar i¢in bu kinetiklerle bulunan degerler de, literatiir

degerlerinden oldukga biiytiktiir.
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Lowry yontemi protein Slgiimleri igin oldukga basit, hizli ve hassas bir yontemdir.
Elde edilen degerler, biyokiitlenin p;otein olgtimii ile izlenebilecegini gdstermistir.
Ancak, oOzellikle yitksek organikler igeren atiksularda proteinin, bunlardan
etkilenmeyecek bagka bir yontemle olgilip, Lowry’nin bu maddelerden ne kadar
etkilendigi ortaya ¢ikarimalidir. Eger bu oran sabit ise (ki kesikli deneylerde bu
gozlenmigtir) degerler diizeltilerek kullanilabilir. Ote yandan standardizasyon
islemlerinde kullanilan BSA yerine ¢amur proteinlerine iliskin spesifik karakterizasyon
¢aligmalari yapilarak ortamdaki proteinlerin ortalama biyiikligii bulunabilirse, standart
egrinin elde edilmesinde bu buyiikliige yakin bir protein tirii ya da gamurun kendi

proteinleri kullanilarak daha hassas protein tlgiimleri gergeklestirilebilir.
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