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Ozet

Bu ¢alismada, kagit endiistrisi atiksularint aritan gergek olgekli bir anaerobik kontak reaktoriin 3
farkly yiiksekliginden 2 farkli zamanda alinan ¢amur numunelerinin mikrobiyal komiinite yapilar
Denatiiran Gradyan Jel Elektroforez (DGGE) yontemi kullanilarak karsilagtiriimistir. 2 aylik izle-
me donemi icginde sistem 2 hafta siireyle bakima alinmistir. Kontak reaktoriin 1.6-1.8 kg
KOI/m’.giin organik yiikleme hizinda, KOI giderim verimi % 47-55, metan iiretim verimi 0.18-0.20
m3CH4/kgKOI'g,-d@,ﬂen araliginda degigmistir. DGGE analizleri sonucu, arkeyal popiilasyona ait 31,
bakteriyel popiilasyona ait 57 farkl: tiir tespit edilmistir. Arkeyal popiilasyona ait 3 farkl tiir Agus-
tos 2005 'te tespit edilememis, buna karsin 6 yeni tiir gézlenmistir. Bakteriyel popiilasyonda ise
Temmuz 2005 numunesine ait 10 farkh tiir Agustos 2005 numunesinde tespit edilemezken Agustos
2005 'te 10 yeni tiiriin varligt gézlenmistir. Bu ¢alismada incelenen reaktore ait asetoklastik metan
tiretim kapasitesi onceki bir ¢calismada Spesifik Metan Aktivite (SMA) test diizenegi kullanilarak ol-
¢lilmiis ve potansiyel metan tiretiminin yaklasik % 45 azaldigi tespit edilmistir. Sistemde bulunan
metanojenlerin ve Siilfat Indirgeyici Bakterilerin (SRB) tiir ve sayilari Floresanli Yerinde
Hibritleme (FISH) yontemi ile belirlenmistir. SMA testi ve FISH teknigi ile tespit edilen mikrobiyal
komiinite degisimi DGGE yontemi ile de dogrulanmistir. DGGE yontemi, iki farkli zamanda alinan
numunelere ait komiinite degisimini agik¢a yansitmakla birlikte sayisal degerlendirmede yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle, anaerobik reaktérlerin mikrobiyal komiinite yapilarinin gerek DGGE gibi
detayli kalitatif sonug veren gerekse FISH gibi mikroskobik sayima dayali, kiiltiirden bagimsiz yon-
temlerle ¢alisilmasi gerektigi sonucuna varimugstir.

Anahtar Kelimeler: Denatiiran gradyan jel elektroforezi, arkeyal popiilasyon, bakteriyel popiilasyon, ana-
erobik kontak reaktor, kdagit endiistrisi atiksulari.
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Determination of the microbial
community in pulp and paper mills
effluents

Extended abstract

The use of anaerobic technologies in the fields of
wastewater treatment, sludge stabilization, bioreme-
diation and management of hazardous and solid
wastes has grown in importance during the last few
decades. Although the general processes occurring
in anaerobic biological wastewater treatment plants,
such as hydrolysis, fermentation, acetogenesis, me-
thanogenesis and sulfidogenesis are well under-
stood, the microbial community responsible for these
conversions is often considered as a black box.
Physical and chemical parameters only give rough
estimations about the operational conditions of the
system. Therefore, understanding the biodiversity
and the dominant species of the microbial commu-
nity is of great importance in studying contaminant
degradation pathways, optimizing treatment proc-
esses, and improving removal efficiencies of engi-
neer-designed systems.

The culture dependent methods used for the inves-
tigation of the biomass are not sufficient for the
identification of the complex microbial diversity in
wastewater treatment systems. The use of the cul-
ture-independent methods in microbial ecology
allowed the determination of the complex micro-
bial populations and community contents more
representatively. Denaturing Gradient Gel Elec-
trophoresis (DGGE) is a Polymerase Chain Reac-
tion (PCR) dependent method used for the elec-
trophoretic separation of the 16S rDNA genes due
to the difference in the nucleotide sequences. The
separation is observed as an individual band on
the DGGE gel. Every DGGE band represents a
single species and the DGGE pattern gives the
fingerprint of that community. Since DGGE tech-
nique allows the analysis of many samples simul-
taneously and gives rapid results, the use of
DGGE is getting extensive in the investigation of
bioreactors and natural ecosystems which inhabit
rich microbial diversity.

In the context of this study, a full-scale anaerobic
contact reactor treating pulp and paper mills ef-
fluents was investigated. Samples were taken from

3 different levels at 2 different times. There was a 2-
week off-period of the reactor between sampling
times. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) was used for the fingerprinting of the mi-
crobial community in the sludge samples. Perform-
ance of the reactor in terms of COD removal effi-
ciency and methane yield varied between 47% and
55% and 0.18 and 0.20 m’CH /kgCOD,emoveq at Or-
ganic Loading Rates (OLRs) in a range of 1.6-1.8 kg
COD/m’day, respectively. DGGE analysis revealed
that 31 species from archaeal population and 57
species from bacterial population were present in
the anaerobic reactor. 3 species from the archaeal
population were not detected in August 2005 whe-
reas 6 species were newly observed. In bacterial
population, 10 species belonging to July 2005 sam-
ples were not detected where 10 other species were
found in August 2005.

Acetoclastic methanogenic activity of the reactor
had previously been investigated by specific
Methanogenic Activity (SMA) test. A decrease of
45% in the potential methane production was ob-
served during the monitoring period of 2 months.
The quantities and species of methanogens and
Sulfate Reducing Bacteria (SRB) in the reactor
were determined by Fluorescent In Situ Hybridi-
zation (FISH). Parallel to SMA results, the quanti-
ties of SRB and methanogens were decreased in
August 2005. The shift in the microbial community
observed by SMA test and FISH quantifications
were supported by DGGE analysis. During the
monitoring of 2 months, 2 weeks shut-down of the
anaerobic reactor might have caused activity loss
and microbial community change. DGGE allows
the comparison of microbial communities taken
from the anaerobic reactor at two different sam-
pling times and FISH informs quantities of present
microbial species in the reactor. However, DGGE
does not give numerical information but clearly
depicts the community shift. Therefore, it is con-
cluded that, the microbial community structures of
anaerobic reactors should be determined by cul-
ture independent methods of both qualitative and
quantitative techniques such as DGGE and FISH
respectively.

Keywords: Denaturing gradient gel electrophoresis,
archaeal population, bacterial population, anaero-
bic contact reactor, pulp and paper mills effluents.
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Giris

Endiistriyel atiksularin anaerobik aritimi son
yillarda giderek yayginlagmaktadir (Lettinga
vd., 1980). Ger¢ek olcekli aritma tesislerinde,
anaerobik reaktoriin fiziksel ve kimyasal igletme
kosullar1 optimum degerler arasinda tutulmasina
ragmen sistem performansinin ve stabilitesinin
stirekliliginin saglanmasinda zorluklar yasana-
bilmektedir. Sistem performansinda ve stabi-
litesinde gozlenen degisimler, fiziksel ve kimya-
sal isletme parametrelerinin yan1 sira mikrobiyal
komiinite yapisinin ve aktivitesinin de takip
edilmesi  gerekliligini  ortaya  ¢ikarmistir
(Gilbride vd., 2006). Anaerobik aritma, fermen-
tatif, asetojen ve metanojen mikroorganiz-
malarin sintrofik iliskilerine dayali olarak ger-
ceklesen bir prosestir (Roest vd., 2005). Ayrica,
siilffat varhiginda, siilfat indirgeyici bakteri
(SRB) popiilasyonlar1 anaerobik sistemlerde
asetojenlerle organik asitler ve etanol, metano-
jenlerle ise H,, asetat ve metanol gibi karbon ve
elektron kaynaklar1 i¢in yaris halindedirler
(Stams vd., 2003). Farkli metabolik kapasitelere
sahip mikrobiyal gruplar arasindaki etkilesimin
belirlenmesi ve dengede tutulmasi, anaerobik
sistem performansinin siirekliliginin saglanma-
sinda biiylik 6nem arz etmektedir.

Biyokiitlenin incelenmesinde kullanilan kiiltiire
dayali yontemler, atiksu aritma sistemlerinde
mevcut zengin mikrobiyal cesitlilik sebebiyle
yaygin olarak kullanilamamaktadir. Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR)’na dayal, kiiltiirden
bagimsiz bir molekiiler yontem olan Denatiiran
Gradyan Jel Elektroforezi (DGGE), mikrobiyal
ekolojide, farkli niikleotid dizilimlerine sahip
16S rDNA genlerinin elektroforetik olarak ay-
rilmas1 amaciyla kullanilmaktadir. DGGE sonu-
cu olusan her bant, numunede bulunan bir tiirii
temsil etmekte ve o numuneye 6zgii parmak izi-
ni vermektedir. DGGE ile bir¢ok numunenin
ayni anda analiz edilebilmesi ve hizli sonug ali-
nabilmesi sebebiyle oOzellikle biyoreaktér ve
ekosistem gibi zengin biyogesitlilige sahip or-
tamlarin incelenmesinde yayginlasan bir yon-
temdir (Muyzer ve Smalla, 1998).

Bu ¢alismada, kagit endiistrisi atiksularini aritan
gercek Olcekli bir anaerobik kontak reaktoriin 3
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farkli kademesinden (asagidan yukar1 dogru 4
m, 8 m ve 12 m) 2 farkli zamanda alinan ¢amur
numunelerinin arkeyal ve bakteriyel komiinite
yapilar1 DGGE yontemi ile karsilastirilmastir.
DGGE sonuglari, daha onceki bir ¢alismada,
SRB ve metanojenik Arke popiilasyonlarinin
kompozisyonlarinin, miktarlarinin, ve aktivite-
lerinin belirlenmesi amaciyla uygulanan FISH
ve Spesifik Metan Aktivite (SMA) testi sonugla-
11 ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Materyal ve yontem

Anaerobik kontak reaktoriin ozellikleri

Sekil 1’de Kagit endiistrisine ait iki kademeli
anaerobik-aerobik biyolojik atiksu aritma tesisi-
nin akim semas1 verilmistir. Tesis, iki kademeli
anaerobik-aerobik biyolojik aritma sistemine
sahiptir. Anaerobik kontak reaktdriin toplam
hacmi 10000 m® ve toplam yiiksekligi 16 m’dir.
Atiksu girisi anaerobik kontak reaktore alttan
besleme ile yapilmaktadir. Reaktordeki sicaklik
ve pH sirasiyla 34-37°C ve 6.4-7.5 degerlerin-
de tutulmaktadir. Alkalinite, 1300-1500 mg/L
CaCOj3, COD:N:P oram1 176:5:1, hidrolik bek-
letme siiresi (HBS) 4 giindiir.

Atiksu ozellikleri

Kagit endiistrisi atiksu aritma tesisine beyaz ve
siyah likor olmak tizere iki farkli icerikte atiksu
gelmektedir. Kagit makinelerinden kaynaklanan
beyaz likér, 7300-7900 mg/L araliginda KOI
degerine sahiptir. Tesisten 2000 m’/giin debiyle
cikan beyaz likdr O6n ¢oktiirmeye maruz bira-
kilmaktadir. Saman kaynakl siyah likériin KOI
degeri 11700-13300 mg/L araliginda degismek-
tedir. Siyah likor, 500 m*/giin debi ile ¢ikmakta
ve On ¢oktlirmeye tabi tutulmamaktadir. Denge-
leme tankinda karistirilan beyaz ve siyah likor-
ler, 2500 m3/g1'in debi, 8200-9000 mg/L KOI,
850-950 mg/L SO4* ve pH 5.6-6.6 ile anaero-
bik reaktore verilmektedir.

Genomik DNA ekstraksiyonu ve 16S rRNA
genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi

DNA ekstraksiyonu i¢in reaktoriin 4 m, 8 m and
12 m yiiksekliklerinden 2 farkli zamanda (3
Temmuz 2005 ve 21 Agustos 2005) ii¢ paralel
numune alinmig ve -20°C’de saklanmustir. Nu-
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Sekil 1. Kagit endiistrisi atiksu aritma tesisi akis diyagrami

mune alma tarihleri arasinda iki hafta boyunca
reaktor bakim amaciyla ¢aligtirilmamastir.

Fast DNA Spin Kit for Soil (Qbiogene Inc., in-
giltere) ekstraksiyon kitinin 6nerdigi protokole
uygun olarak 0.2 mL c¢amur numunesinden
genomik DNA cikartilmistir. Cikartilan geno-
mik DNA’dan Arke ve Bakterilere 0zgii 16S
rDNAlar PCR ile ¢ogaltilmistir.

PCR’da kullanilan primerler ve baglanma sicak-
liklar1 Tablo 1’de verilmistir. Duyarhilig1 ve 6z-
giilligli arttirmak amaciyla, arkeyal iiriinlerin
cogaltilmasinda yuvalanmis PCR uygulanmustir.
Arkeyal 16S rDNA ilk olarak Arch46f ve
Arch1017r primerleri ile ¢ogaltilmistir. Cogal-
ma, 50 pL reaksiyon hacminde 200 ng DNA, 10
pmol primer ¢ifti, 10 mM deoksiniikleozit
trifosfat, 1.5 mM MgCl,, 5 pL 10x Tag tampon
cozeltisi ve 2U Tag DNA polimeraz (Fermentas,
Letonya) olacak sekilde ger¢geklesmistir.

Yuvalanmig PCR’1n ikinci asamasinda, ilk turda
elde edilen PCR iirtinleri kalip olarak kullanmis
ve arkeyal 16S rDNA’nin V3 bolgesini hedefle-
yen Arch344f-Univ522r primer ¢ifti ile ¢ogal-
tilmistir. Diger PCR bilesenlerinde herhangi bir
degisiklik yapilmamistir. PCR amplifikasyonu,
Techne TC-412 (Barloworld Scientific Ltd., in-
giltere) marka PCR makinesinde, ilk denatiiras-
yon 94°C’de 5 dak. olmak tizere 30 dongii dena-
tiirasyon 94°C’de 1 dak., baglanma 1 dak., uza-
ma 72°C’de 1 dak. ve son uzama 72°C’de 10
dak. olacak sekilde gerceklestirilmistir. PCR
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triinleri, %1 (w/v) agaroz jelin 1x Tris—asetat—
EDTA tampon ¢o6zeltisinde (40 mM Tris, 20
mM asetik asit, | mM EDTA; pH 8.0), 7V em™”
de elektroforez (Thermo-Scientific Ltd., ingilte-
re) sisteminde yiirlitiilmistlir. Etidyum bromiir
ile boyanmis agaroz jel goriintiileri Chemi-
Smart 3000 jel dokiimantasyon sistemi (Vilber
Lourmat, Fransa) kullanilarak kaydedilmistir.

Denatiiran gradyan jel elektroforezi
(DGGE)

Arke ve Bakterilere ait komiinite profilleri,
Arch344f GC-Univ522r ve Bact341f GC-
Bact534r primerleri (Muyzer vd.,1993) kullani-
larak ¢ogaltilan PCR f{irlinlerinin DGGE analiz-
leri yapilarak elde edilmistir. 10 pul PCR {iriin,
yilikleme boyasi (distile suda %0.25 bromofenol
mavisi, %0.25 ksilen siyanol FF, %15 Ficoll) ile
karistirllarak %10  poliakrilamid  jelde
(akrilamid—N,N'-metilenbisakrilamid orant
37.5:1) 1x TAE tampon ¢ozeltisi i¢cinde (40 mM
Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM EDTA; pH 8.0)
yuritiilmiistir. Akrilamid jelde {ire ve formamid
kullanilarak %30-60 denatiiran esdegeri kimya-
sal gradyan olusturulmustur (100% denatiiran 7
M iire ve %40 (v/v) formamid icermektedir).
Jellerin normalizasyonunu saglamak amaciyla
arkeyal ve bakteriyel klon kiitiiphanelerinden
elde edilmis 16S rDNA karisimindan olusan bir
isaretleyici, jelin basina ve sonuna yiiklenmistir.
Elektroforez, D-Code sistemi kullanilarak (Bio-
Rad Laboratories Ltd., Ingiltere) 200 V sabit
akimda 60°C’de 4.5 saat boyunca devam etmis-
tir. Akrilamid jeller SybrGold (1:10000 seyrelti;
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Tablo 1. PCR amplifikasyonunda kullanilan primerler

i Baglanma !
Primer Hedef Deney agamasi sicakliz1 (°C) Konum Kaynak
Bact341f GC? Bakteriyel DGGE 55 341-357 Muyzer ve digerleri,
Bact534r 16S rDNA 534-518 1993
Arch46f 46-61 Ovreas ve digerleri,
Yuvalanmig 40 1997
PCR’1n ilk agamasi Barns ve digerleri,
Arch1017r Arkeyal 1017-999 1994
Arch344f GC2 16S rDNA 344-358 Raskin ve digerleri,
- 1994
DGGE 53 A dizerlert
Univ522r 520504 mann 1\/96:951ger erl,

'Escherichia coli numaralama sistemi.
*Arch344f ve Bact341f e ait 5'-GC kuyruklari:

(GCCCGCCGCGLCGCGGECEGGCEGGGCEGGGGCACGGGGGGACGGGA).

Molecular Probes Inc., Ingiltere) ile boyandik-
tan sonra Chemi-Smart 3000 jel dokiimantasyon
sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanilarak
gorilintiilenmistir.

Jel goriintiileri, Bionumerics 5.0 (Applied
Maths, Kortrijk, Belgika) programi kullanilarak
analiz edilmistir. Bantlar arasindaki benzerlikler
(varlik - yokluk ve bant siddeti) Dice katsayisi
(Sp) kullanilarak hesaplanmistir. Dice katsayisi
kullanilarak yapilan analizlerde bant konum to-
lerans1 % 0.7 olarak uygulanmustir.

Sonuglar ve degerlendirme

Anaerobik kontak reaktoriin performansi
Anaerobik kontak reaktoriiniin 1.6 - 1.8 kg
KOI/m’ giin araliginda degisen Organik Yiikle-
me Hizinda (OYH) 5 aylik izleme periyodunda-
ki performansindan % 47 - % 55 araliginda de-
gisen KOI giderim veriminin ve 0.18 - 0.20 m’
CHy/kg KOIgiderilen araligindaki metan iiretim
veriminin saglandigi goriilmektedir. KOI gide-
rim verimi, literatiirde kagit endiistrisi atik-
sularin1 aritan anaerobik kontak reaktorler icin
verilen deger araliginin (% 40-80) alt sinir1 i¢in-
de kalmakla birlikte (Savant vd., 2005; Rintala
vd.,, 1999) metan verimi, kagit enddistrisi
atiksularini aritan anaerobik reaktorler i¢in lite-
ratiirde verilen degerlerin (0.08-0.16 m’> CHy /kg
KOlgigeriten)  Ustiindedir  (Savant vd., 2005;
Rintala vd., 1999). Anaerobik reaktore uygula-
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nan OYH araligi, literatirde kagit endiistrisi
atiksularini aritan anaerobik kontak reaktorler
icin verilen deger araligmin (0.5-5 kg
KOi/m’.giin) alt simri icinde kalmaktadir
(Savant vd., 2005; Rintala vd.,1999). HBS, lite-
ratiirdeki uygulamalarda 0.5-5 giin araliginda
tanimlanmistir (Savant vd., 2005; Rintala vd.,
1999). Kontak reaktoriin ¢alistirildigr 4 giinliik
HBS literatiirdeki basarili uygulamalar i¢in veri-
len deger aralifindadir. Reaktérde sicaklik, pH
ve KOI/N/P orani sirastyla 34-37°C, 6.4-7.5 ve
176:5:1, optimum deger araliklarinda tutulmak-
tadir. 0.15-0.17 g KOI/g UAKM. giin olarak
uygulanan F/M orani, anaerobik reaktorlere uy-
gulanan 0.5-1 g KOI/g UAKM. giin araliginda-
ki tipik F/M oranlarmmin oldukc¢a altindadir
(Speece, 1996). Anaerobik reaktorlerde, F/M
oraninin arttirilmasiin metan aktivitesi (Sponza
vd., 2002) ve KOI giderim verimi iizerinde
olumlu etkileri oldugu daha 6nce rapor edilmis-
tir (Sponza vd., 2002; Ince vd., 1995; Ince vd.,
2004; Baier ve Delavy, 2005).

Denatiiran gradyan jel elektroforezi (DGGE)
sonuclan

Anaerobik kontak reaktoriin 3 farkli yiiksek-
liginden iki fakli zamanda alinan numunelere ait
genomik DNAlardan Arke ve Bakterilere 6zgl
16S rDNA’lar PCR ile ¢ogaltilmis ve denatiiran
jelde yiirtitilmiistiir. Arke ve Bakterilere ait jel
goriintiileri Sekil 2 ve Sekil 3’te verilmektedir.
Elde edilen goriintiiler Bionumerics 5.0 yazilimi
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(Applied Maths, Kortrijk, Belgika) ile normalize
edilmis, Arke ve Bakteri popiilasyonlarina ait
soy agaclar1 ¢izilmistir.

Sekil 2’de verilen Arke popiilasyonuna ait soy
agaci, Temmuz ve Agustos ayinda alinan nu-
munelerin % 50 benzerlikte oldugunu yani iki
donem arasinda komiinitede 6nemli bir degisik-
lik oldugunu gostermektedir. AU ve AO numu-
neleri % 88 benzerlikte kiimelenirken AA nu-
munesi AU ve AO’ya % 85.7 benzerlikte kiime-
lenmistir. Temmuz ayinda da TU ve TO numu-
neleri % 92.3 benzerlik gostermekte, TA numu-
nesi TO ve TU’ye % 91.7 benzerlikte kiime-
lenmektedir. Degisen benzerlik oranlari, hem
reaktor yiiksekligi boyunca hem de numune al-
ma donemleri arasinda mikrobiyal komiinitede
farklilagmalar oldugunu gostermektedir.
Arkeyal DGGE jelinde tespit edilen 31 farkli
bandin varligi, reaktérden alinan numunelerde
31 farkli tiirin oldugunu gdstermektedir.
Bionumerics analizi sonucunda, Temmuz ayin-
da rastlanan 3 farkli tiire Agustos ayinda rast-
lanmadigi, buna karsilik, Temmuz ayinda tespit
edilemeyen 6 farkl: tlirlin Agustos ayinda tespit
edilebildigi goriilmiistiir.

Sekil 3’te Bakteri popiilasyonuna ait soy agaci,
Temmuz ve Agustos 2005°te alinan numunele-
rin % 78.3 benzerlikte oldugunu gostermektedir.
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Bu degisim Arke popiilasyonuna oranla daha az
olmakla birlikte iki donem arasinda bakteriyel
komiinitede 6nemli bir degisiklik oldugunu gos-
termektedir. Agustos ayinda, reaktoriin iist ve
orta kisimlarindan alman AU ve AO numuneleri
% 89.2 benzerlik gosterirken alt kisimdan alinan
AA numunesi AU ve AO’ya %81.8 benzerlikte
kiimelenmistir. Temmuz ay1 6rneklerinde ise alt
ve iist seviyelerden alinan TA ve TU numunele-
11 % 90.7 benzerlik gostermekte, orta seviyeden
alinan TO numunesi TA ve TU ile % 86.5 ben-
zerlikte kiimelenmektedir. Arkeyal komiinitede
oldugu gibi bakteriyel komiinite yapisinda da
reaktdr boyunca ve numune alma zamanlari ara-
sinda farkliliklar  gozlenmistir.  Bakteriyel
DGGE jelinde toplam 57 farkl: tiirii temsil eden
57 farkli bant tespit edilmistir. Temmuz ayinda
rastlanan 10 farkl tiire Agustos ayinda rastlan-
mamis, buna karsilik, Agustos ayinda 10 farkl
tiir tespit edilmistir. Bant sayilar1 karsilastirildi-
ginda, Bakteri popiilasyonundaki c¢esitliligin
Arke popiilasyonundaki cesitlilikten daha fazla
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, Agus-
tos 2005°te Bakteri popiilasyonunda tespit edi-
lemeyen tiir sayisinin Arke popiilasyonunda tes-
pit edilemeyen tiir sayisindan fazla olmasi, bak-
teriyel tiirlerin degisen isletme kosullarina daha
duyarli oldugu sonucuna varilabilir. Benzer so-
nuclar daha oOnceki calismalarda da elde edil-
mistir (Buzzini vd., 2006).
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Sekil 2. Arkeyal soy agact ve DGGE jel goriintiisii (Ornekler: AA: Agustos, 4 m; AO: Agustos,8 m;
AU, Agustos 12 m; TA: Temmuz, 4m; TO Temmuz 8 m; TU: Temmuz, 12 m)
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Sekil 3. Bakteriyel soy agact ve DGGE jel goriintiisii (Ornekler: AA: Agustos, 4 m; AO: Agustos,
8 m; AU, Agustos 12 m; TA: Temmuz, 4m; TO, Temmuz 8 m; TU: Temmuz, 12 m)

Ince ve digerleri (2007)’ne ait dnceki bir calis-
mada, anaerobik kontak reaktore ait numuneler-
de potansiyel metan iiretim (PMU) hizlan
Temmuz numuneleri icin 280 mL CHa/g
UAKM.giin, Agustos numuneleri i¢in ortalama
160 mL CH4/g UAKM.giin olarak bulunmustur.
Aymni orneklerde, FISH uygulanarak elde edilen
hiicre sayimlari, numune alma yiiksekligi arttik-
ca camurun PMU hizinin ve asetoklastik
metanojenlerin toplam komiinite igerisindeki
miktarmin paralel olarak azaldigini gostermek-
tedir (Ince vd., 2007). Buna baglh olarak, Tem-
muz ayinda reaktérde bulunup Agustos ayinda
kaybolan tiirlerin yiliksek metan {iretim potansi-
yeline sahip oldugu sdylenebilir. Benzer sekilde,
Temmuz ayinda reaktorde olmayip Agustos
ayinda gozlenen tiirler diisiik aktiviteyle ilgili
tiirler olabilir.

Bu c¢alismada, SMA testi ve FISH teknigi ile
tespit edilen mikrobiyal komiinite degisimi
DGGE yontemi kullanilarak dogrulanmistir.
DGGE yontemi, yiiksek ve diisiik aktiviteye sa-
hip mikrobiyal komiinitelerin karsilastirilma-
sina olanak saglamistir. FISH yontemi reaktorde
mevcut aktif mikrobiyal tiirlerin miktarlar1 hak-
kinda bilgi vermesine ragmen, kompozis-
yondaki degisimi tespit etmede yeterli degildir.
Bununla birlikte, DGGE yontemi komiinite bi-
lesenlerinin sayisal degisimini yansitmakta ye-
tersiz kalmaktadir. Bu nedenle anaerobik reak-
torlerin mikrobiyal komiinite yapilarinin gerek
DGGE gibi detayli kalitatif sonug veren gerekse
FISH gibi mikroskopik sayima dayal1 sonug ve-
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ren kiiltlirden bagimsiz yontemlerle birlikte ¢ali-
silmasi gerektigi sonucuna varilmstir.

Bu ¢alismanin devaminda, arkeyal ve bakteriyel
DGGE jellerindeki baskin bantlarin kesilerek
dizi analizlerinin yapilmasi, yliksek ve diisiik
aktiviteye sahip mikrobiyal komiiniteye 6zgl
tirlerin tespit edilmesine olanak saglayacaktir.
Ayrica, anaerobik kontak reaktordeki baskin
tirlerin ortaya cikarilmasi, bu tiirlerin metabo-
lizmalar1 hakkinda bilgi sahibi olunmasini sag-
layacaktir. Bdoylece, reaktoriin isleyis meka-
nizmasi kismen ¢Oziimlenmis olacak ve aktivite
ile ilgili tilirlerin belirlenmesine olanak tani-
nacaktir.
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