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Ozet

Bu ¢alismada, alkol distilasyon atiksularini aritan, kisaca IUASB, TUASB ve CUASB olarak adlan-
dirllan ii¢ farkh gergek olgekli yukart akisli anaerobik ¢camur yatagr (UASB) reaktériiniin 2002-
2004 yularr arasindaki isletme performanslari, Metan Arke komunite yapilar: ve Potansiyel Metan
Uretim (PMU) hizlar: tartisilmistir. Ayni siirecte UASB reaktorlerinden 2-12 kg KOI/m’ .giin arali-
gindaki organik yiikleme hizlarinda, %60-95 araliginda KOI giderim verimleri elde edilmistir. Spe-
sifik Metan Aktivite (SMA) test sonuglart IUASB, TUASB ve CUASB reaktérlerinin PMU hizlarinin
2002 yiinda swrasiyla 321, 344 ve 256 mL CH/gUAKM.giin iken, 2004 yilinda swrasiyla 133, 109
ve 108 mL CHy/gUAKM. giin degerlerine diistiigiinii gostermistir. Reaktorlerden elde edilen gercek
metan iiretim (GMU) hizlari, reaktor camurlarinin PMU hizlari ile oranlandiginda elde edilen de-
gerler, 0.1-0.4, reaktorlerin maksimum kapasitelerinin ¢ok altinda yiiklendiklerini gostermektedir.
Floresanli yerinde hibritlesme (FISH) sonuglart her ii¢ reaktorde de baskin metanojenlerin,
asetoklastik bir cins olan Methanasaeta’yva ait oldugunu gostermistir. Hidrojen kullanan metan
arkelerinden Methanobacteriales TUASB ve CUASB reaktérlerinde, Methanococcales ise IUASB
reaktoriinde baskin halde bulunmaktadir. IUASB ve TUASB reaktorlerinin asetoklastik metan iire-
tim kapasitelerinde meydana gelen, sirasiyla %59 ve %68 lik kayiplara pararel olarak, reaktérler-
de rastlanan tek asetoklastik cins olan Methanosaeta’min rélatif miktarinda swrasiyla %25 ve
%I11’lik kayplar, hidrojen kullanan metanojenlerin rélatif miktarlarinda ise sirasiyla %20 ve
%24 liik bir artis meydana gelmistir. CUASB reaktoriindeki metanojenik komiinite yapisi zaman
icerisinde stabil kalmistir.

Anahtar Kelimeler: Floresanli yerinde hibritlesme, spesifik metan aktivite testi, metanojenler,
UASB reaktor, alkollii icki endiistrisi atiksulari.
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Methanogenic population dynamics in
full-scale UASB reactors

Extended abstract

A prerequisite for stable performance in an anaero-
bic treatment system is maintenance of active
methanogenic populations in the system. However,
there are few published studies available that assess
performance of a full-scale anaerobic reactor in re-
lation to the make up of reactor biomass in terms of
qualitative and quantitative measures of methano-
genic species and their activities. This study was un-
dertaken to assess changes in performance of three
full-scale upflow anaerobic sludge blanket (UASB)
reactors, namely IUASB, TUASB and CUASB, at
wastewater treatment plants of Istanbul Alcohol
(Raki), Tekirdag Alcohol (Raki) and Canakkale Al-
cohol (Cognac) distilleries in relation to qualitative
and quantitative measures of the relevant archaeal
methanogenic populations. Composition and quan-
tity of archaeal methanogens were determined using
fluorescent in situ hybridization (FISH) combined
with epifluorescence microscopy. Specific methano-
genic activity (SMA) test was used to determine the
potential methane production (PMP) rates of the
anaerobic sludges.

The IUASB reactor performed well achieving COD
removal efficiencies of no lower than 80% at a
range of OLRs from 6-11 kg COD m™ day™ in years
between between 2001 and 2004. The TUASB reac-
tor also performed well achieving COD removal ef-
ficiencies between 70% and 85% at OLRs in a range
of 2-12 kg COD m™ day” between 2001 and 2004.
COD removal efficiency of the TUASB reactor var-
ied between 60% and 80% at OLRs in a range of
2.5-12 kg COD m™ day™ between 2002 and 2004.

According to the SMA tests results PMP rates of the
IUASB, TUASB and CUASB sludges were 321, 344
and 256 mL CH,gVSS” day™ respectively in the year
2002 and decreased to 133, 109 and 108 CH,gVSS !
day” respectively after two years of operation. When
the PMP rates were compared with actual methane
production (AMP) rates obtained from the three
UASB reactors, AMP/PMP ratios were evaluated to
be between 0.1 and 0.4. These results can be inter-
preted that the three UASB reactors were under
loaded compared to their potential acetoclastic
methanogenic capacities. This could have been due
to retaining high amount of granular sludges within
the UASB reactors resulting in F/M (food to micro-
organisms) ratios in a range of 0.02-0.07 gCOD

gTVS" day”" which is much lower than the typical
values reported for similar reactors in literature.
Since all other operational parameters such as pH,
temperature, alkalinity, nutrients etc. have been
maintained within their typical ranges, it was con-
cluded that the prolonged operation of the three
UASB reactors under very low F/M ratios might
have lead to the significant decreases in the PMP
rates of the reactor sludges.

FISH results revealed that the relative abundance of
archaeal cells within the [UASB, TUASB and
CUASB sludges were in range of 14-18%, 15-17%
and 14-15% respectively. Methanosaeta spp. were
the predominant methanogen in all of the anaerobic
sludges. However, over time the relative abundance
of acetoclastic Methanosaeta in the IUASB and
TUASB reactors reduced from 83% = 1.6 and 90% +
1.2 to 58% + 2.1 and 79% + 1.4 of the archaeal
population respectively. These decreases coincided
with 59% and 68% decreases in the acetoclastic
methanogenic capacities and 20% and 24% in-
creases in the relative abundance of hydrogenotro-
phic methanogens in the archaeal population of the
TUASB and TUASB sludges respectively. Although a
58% decrease in the acetoclastic methanogenic ca-
pacity of the CUASB sludge was detected, the reac-
tor sludge had stable archaeal community structure.
Among  the  hydrogenotrophic  methanogens,
Methanococcales followed by Methanobacteriales
were dominant methanogens within the IUASB reac-
tor. This study is the first that reports dominance of
Methanococcales among the hydrogenotrophic
methanogens within UASB reactors. Methanobacte-
riales was the predominant hydrogenotrophic
methanogen within the both TUASB and CUASB
reactors.

In this study the significant decreases in the activity
of methanogens was detected at an early stage by
using the SMA test so that process conditions can be
changed, and collapse of the reactors can be
avoided. The SMA test and FISH results showed that
the reduction of acetoclastic methanogenic activity
in IUASB and TUASB reactors is related to loss of
Methanosaeta spp. However, acetoclastic methano-
genic activity losses in the CUASB reactor were not
reflected in the archaeal community structure of the
reactor sludge.

Keywords: Fluorescence in situ hybridization, spe-
cific methanogenic activity, methanogens, UASB
reactor, alcohol distillery effluents.
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Giris

Alkollii icki endiistrisi atiksular1 orta siddetteki
seviyelerin lizerinde organik kirletici igeren
atiksulardir. Bu tip atiksularin aritiminda ytiksek
biyokiitle icerigine ve zengin mikrobiyal ¢esitli-
lige sahip olan yukar1 akisli anaerobik ¢amur
yatag1 (UASB) reaktorii yaygin olarak kullanil-
maktadir. Anaerobik proseslerin basarisi aritilan
atiksu tipine ve proses parametrelerinin dogru
secimine baglidir. Bunlara ek olarak, istenilen
KOI giderim verimini elde edebilmek ve sistem
stabilitesinin stirekliligini saglayabilmek igin,
reaktorde yeterli miktarda aktif metan arke po-
ptilasyonlar1 tutulmalidir. Bu nedenle, anaerobik
reaktorlerin isletilmesi sirasinda metan Arke’nin
sayisinda, tiirlerinde ve aktivitelerinde meydana
gelebilecek  degisimleri  floresanli  yerinde
hibritlesme (FISH), mikroskopik sayim, en
muhtemel sayr (MPN), adenozin {ii¢ fosfat
(ATP), koenzim Fiy, dehidrojen aktivite ve
spesifik metan aktivite (SMA) testi gibi mevcut
yontemleri kullanarak belirlemek 6nemlidir
(Jawed ve Tare, 1999; Hofman-Bang vd., 2003).
Anaerobik camurun asetoklastik metan kapasi-
tesini 6l¢mek i¢in kullanilan SMA testi, reaktor
isletmeye alma donemlerinde sistemde tutulma-
st gereken ugucu askida kati madde (UAKM)
miktarmin belirlenmesini ve sisteme uygulana-
bilecek optimum organik yiiklemenin hesap-
lanmasin1 saglayarak, bu tiir sistemlerin islet-
meye alma siirecini kisaltmaktadir (ince vd.,
1995). Ayrica isletme sirasinda, olumsuz islet-
me sartlart nedeniyle asetoklastik metan Arke
tiirlerinin aktivitesinde meydana gelen degisim-
leri belirleyerek, sistem performansinin artiril-
masinda ve sistem stabilitesinin stirekliliginin
saglanmasinda bir kontrol parametresi olarak
kullanilabilmektedir (Ince vd., 2005).

Biyolojik ¢camur numunelerindeki asetoklastik
metan Arke’yi gozlemlemek ve saymak rutin
kiiltiir ekimine dayali yontemlerle miimkiin ol-
mamaktadir. Ciinkii, metan Arke’nin saf kiiltiir-
lerinin elde edilmesi ve ¢ogaltilmasi laboratuvar
sartlarinda  ¢cok zor  gerceklestirilmektedir
(Hofman-Bang vd., 2003). Bu tiir kisitlamalari
olmayan molekiiler teknikler ise geleneksel yon-
temlerin bu eksikliklerini tamamlamis ve
mikrobiyal ekolojiye yeni bir boyut kazandir-

mustir. Spesifik mikrobiyal tiirlerin kendi dogal
ortamlarinda saptanmasi ve sayimi amaciyla
kullanilan, kiiltiirden bagimsiz bir molekiiler
yontem olan floresanlt yerinde hibritlesme
(FISH) ile anaerobik biyolojik camur numunele-
rindeki aktif mikrobiyal topluluklarin tanim-
lanmas1 basar1 ile yapilabilmektedir (Wagner
vd., 2003).

Bu calismada, ii¢ farkli Tekel icki fabrikasina
ait atiksulan aritan gercek 6lcekli UASB reak-
torlerinin 2002-2004 yillar1 arasindaki isletme
performanslari ile reaktdrlerden bu siire¢ igeri-
sinde alinan biyolojik ¢amur Orneklerinin
mikrobiyal komunite yapilar1 ve potansiyel me-
tan iiretim (PMU) hizlar1 tartisgtimistir. PMU
hizlarim belirleyebilmek icin SMA test diizene-
g1 kullanilmistir. Biyolojik ¢amur 6rneklerinin
mikrobiyal komiinite yapis1 FISH teknigi kulla-
nilarak belirlenmistir. UASB reaktorlerinin per-
formanslari, metan aktiviteleri ve mikrobiyal
kompozisyonlar1 birbirleriyle iliskilendirilerek,
bu tip sistemlerin stabilitesinin uzun vadeli ko-
runmasina yonelik oneriler getirilmistir.

Materyal ve yontem

Yukarn akish ¢camur yatag: reaktorlerinin
ozellikleri

Istanbul UASB (IUASB), Canakkale UASB
(CUASB) ve Tekirdag UASB (TUASB) reak-
torleri sirastyla Tekel Istanbul, Canakkale ve
Tekirdag i¢ki Fabrikalarmin iki asamali anaero-
bik-aerobik biyolojik aritma sistemlerinin anae-
robik safhalarinda kullanilmaktadir. TUASB,
CUASB, TUASB reaktorlerinin hacimleri sira-
styla 143, 190 ve 476 m’’tiir. Reaktorlerdeki
sicaklik, pH ve KOI:N:P orami sirasiyla 35-
37°C, 6.4-7.5 ve 400:5:1 degerlerinde tutulmak-
tadir. IUASB, CUASB, TUASB reaktorlerinde-
ki alkalinite sirastyla 1300-1700, 1400-1700 ve
1200-1500 mgCaCOs/L CaCO; degerlerinde,
reaktorlere uygulanan besin/biyokiitle (F/M)
oranlart ise sirasiyla 0.04-0.06, 0.02-0.07 ve
0.02-0.03 gKOI/ gUAKM.giin degerlerinde tu-
tulmaktadir. Reaktorlere uygulanan F/M orani
UASB reaktorlerine uygulanan tipik F/M oran-
larmin bir hayli altinda kalmaktadir (0.5-1
gKOI/g UAKM.giin) (Driessen, 1994; Baier ve
Delavy, 2005; Ince vd., 2005).
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Tablo 1. Atiksu ozellikleri

Parametre Tekirdag (Raki)  Canakkale (Konyak) Istanbul (Rak1)
KOI, mg/L 27 000-32 000 11 000-23 000 25 000-33 000
BOIs, mg/L 13 000-15 000 6 000-12 500 12 000-16 000
TKN, mg/L 500-700 300-350 350-450
SO4, mg/L - - 50-100
Toplam-P, mg/L 120-150 150-200 150-250
Ca™", mg/L - - 170-240
pH 4.0-6.0 6.5-7.0 5.5-6.0
Atiksu ozellikleri gunlastirma islemi sirasinda, her yil konyagin

Raki ve konyak iiretiminin yapildigi Tekel Is-
tanbul, Canakkale ve Tekirdag icki Fabrikala-
ri’ndan kaynaklanan atiksularin 6zellikleri Tab-
lo 1’de verilmektedir. Tirkiye’de igki tretimi
genel olarak raki, konyak, sarap, bira ve likor
iirlinleri iizerine yogunlagmigtir. Kuru tiztimlerin
ve anason tohumlarinin ham madde olarak kul-
lanildig1 raki, suma ve raki tiretimi olmak tizere
iki ana lretim asamasi ile iirlin olarak ortaya
cikmaktadir. Suma iiretimi asamasinda, kuru
tiziimler kiiciik parcalara ayrilarak su eklendik-
ten sonra 45 ila 56 saat arasinda fermentasyon
islemine tabi tutulmaktadir. Fermente edilmis
ara iiriin, suyun ve ucucu maddelerin uzaklasti-
rildigr  distilasyon  kolonuna  alinmaktadir.
Rektifikasyon {initesinde, alkoliin derecesi
%93.5-95’e yiikseltilmektedir. Suma iiretiminin
son agsamasinda, sogutma ve dinlendirme islem-
leri yapilarak ve ayn1 zamanda seker eklenerek
alkoliin derecesi %45-50’ye diisiiriilmektedir.
Raki iiretimi agsamasinda, suma 1-4 ay arasinda
olgunlagtirma, yumusatma ve yaslandirma is-
lemlerinin yapilmasi i¢in bir tanka alinmaktadir.
Ayrica bu tanka aromatik tadi saglamak ig¢in
anason tohumlar1 da eklenir. Konyak iiretimi
icin kullanilan distilasyon islemi ¢ifte disti-
lasyon olarak adlandirilmaktadir. Diisiik alkol
icerikli saraplar, %28’lik alkol oranii yakala-
mak icin ilk distilasyon isleminde kullanilmak-
tadir. 11k distilasyon islemi konyagi daha aroma-
tik hale getirmektedir. ikinci distilasyon asama-
sinda, ham konyak 6zii 12 saat siiresince

distile edilmektedir. Bu 6ziin alkol orani yakla-
stk %69 ile %72 arasinda olup, mese varillerde
3 ila 25 yil arasinda olgunlastirilmaktadir. Ol-

%2-4’1 buharlasarak, alkol

%40’a distiriilmektedir.

oran1 yaklagik

Analitik metodlar

UASB reaktorlerinin isletilmesi sirasinda sicak-
lik, pH, KOI ve biyogaz iiretimi parametreleri
ve reaktdor camurlarinin askida kati madde
(AKM), ugucu askida katt madde (UAKM), top-
lam kati madde (TKM) ve toplam ucucu kati
madde (TUKM) konsantrasyonlar1 izlenmistir.
Gaz kompozisyonu, HP 6850 model termal
kondaktivite detektorlii bir gaz kromotografi
(HP Plot Q Kolon 30 m x 0.53 mm) kullanilarak
belirlenmistir. Tim analizler Standart Metoda
gore yapilmistir (APHA, 1997).

Spesifik metan aktivite test diizenegi

Bu c¢alismada PMU hizlarm belirleyebilmek
icin  SMA test diizenegi kullanilmistir
(Monteggia, 1991; Ince vd., 1995). SMA test
iinitesi 8 adet 1 litre hacimli anaerobik reaktor-
den olusmaktadir. Bu anaerobik reaktorler, si-
cakligi otomatik olarak kontrol edilen bir su
banyosunun igerisine yerlestirilmistir. Reaktor-
leri belirli bir sabit hizda karistiracak manyetik
bir sistem mevcuttur. DAS 800 Model data is-
lem kartt iceren bir bilgisayar (Metrabyte
Corporation, UK) reaktorlerden ¢ikan gazi sii-
rekli olarak kaydetmek amaciyla kullanilmastir.
Reaktorlerden ¢ikan biyogaz ili¢ kollu vanalar
kullanilarak kontrol edilmektedir. Bu vanalari
kontrol eden ve gelen sinyalleri bilgisayara
gonderen bir vana kontrol {initesi de mevcuttur.
SMA test diizeneginin detaylar1 ve deneysel
prosediirii daha 6nce yayimlanan bir makalede
verilmistir (Ince vd., 1995).
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Spesifik metan aktivitesinin hesaplanmasi
Potansiyel metan tiretimi;

SMA (mL CH4/gUAKM.giin)=
_ (AxBxCx24)

(DxB

(1

formiilii ile hesaplanabilmektedir. Burada;

A: 1 saatteki biyogaz liretimi

B: biyogazin metan igerigi

C: vana faktori

D: SMA test reakoriiniin aktif hacmi

E: SMA test reaktoriindeki biyokiitle konsant-
rasyonu (gUAKM/L)

olarak verilmektedir.

As1 camuru ve besleme ¢ozeltisi

CUASB ve TUASB reaktorleri sirasiyla 1997
ve 1998 yillarinda isletmeye alinmis ve her iki
reaktor de IUASB reaktoriinden alinan grantiler
camur ile asilanmistir. ITUASB, TUASB ve
CUASB reaktor camurlarinin Toplam Kati
Madde (TKM) ve toplam ugucu kati madde
(TUKM) konsantrasyonlar1 Tablo 2’de veril-
mektedir. SMA test reaktorleri IUASB, CUASB
ve TUASB reaktorlerinden alinan ¢amurlar ile
astlanmistir. As1 ¢amurlart SMA test reaktorle-
rinde UAKM konsantrasyonu 2000 mg/L olacak
sekilde mineral stok c¢ozeltisi (2500 mg/L
KH,PO4, 1000 mg/L K,HPO4, 1000 mg/L
NH4CI, 100 mg/L MgCl,, 100 mg/L Na,S.7H,0,
200 mg/L. Maya 6zii) ile seyreltilmislerdir.

Tablo 2. Reaktor camurlarinin TKM ve TUKM

konsantrasyonlart
TKM (mg/L) TUKM (mg/L)
IUASB 154000-159000 142000-145000
TUASB 130000-150000 100000-130000
CUASB 51000-56000 45000-47000

Kompleks siibstratin anaerobik ayrigmasi sira-
sinda olusan metan gazinin yaklasik %72 sinin
asetik asitten gelmesi nedeniyle SMA testinde
besleme ¢ozeltisi olarak asetat kullanilmistir
(Zinder, 1993). SMA testinde maksimum metan
iiretim hizinin elde edildigi asetat konsan-
trasyonunu bulmak icin Oncelikle 2000-5000

mg/L asetat konsantrasyonlar1 denenmis ve
3000 mg/L asetat konsantrasyonu optimum bu-
lunmustur.

Mikrobiyolojik calismalar icin numune alimi
ve numunelerin fiksasyonu

Her bir reaktorden 3’er numune alinmistir. Nu-
muneler alinir alinmaz %98’lik etanol (1:1, h/h)
eklenmistir. Ornekler laboratuvara soguk zincir-
de (<4°C) saklanarak gotiiriilmiistiir ve ayn1 giin
icerisinde fiksasyon islemi gergeklestirilerek
-20°C’de muhafaza edilmistir. Numunelerin
fiksasyonu %4 paraformaldehit (PFA) ile ya-
pilmistir. Fiksasyondan sonra hiicreler fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS) (130 mM NaCl, 10 mM
NaH,PO,, pH 7.2) ile yikanip PBS-Etanol (1:1,
h/h) karisimi igerisinde -20°C’de saklanmistir
(Harmsen vd, 1996).

Toplam hiicre sayimi

Goriintli alan1 basma 50-200 hiicre diisecek
miktarda (10-30 pL) fikslenmis hiicre jelatinle
kaplanmis mikroskop lami {izerine konmus ve
hava ile kurutulmustur. Hiicrelerin artan etanol
konsantrasyonlarinda (%50, %80, 9%100)
dehidrasyonlar1 yapilmistir. Dehidrasyondan
sonra 13 pL PBS ve 2 puL SYBR Green I
(10000x) DNA boyasi eklenmis ve 30 dk oda
sicakliginda hiicreler inkiibe edilmistir. Inkiibas-
yondan sonra hiicreler PBS ile iki defa yikan-
muslardir. Bir damla citifluor (Citifluor Ltd., in-
giltere) eklendikten sonra preparatlarin iizeri
lamelle kapatilmistir. Goriintiiler, CCD (charged
coupled device) Spot RT kamera ve 6zel bir ya-
zilima sahip floresan atagsmanli, 100 W’lik ytik-
sek basingli civa lambali Olympus BX 50 model
epifloresan mikroskobu kullanilarak elde edil-
mistir. Her boyama i¢in 10 rastgele goriintii
alimmigtir. Hiicre sayimlari Image-Pro Plus 5.1
analiz programi1 (Media Cybernetics, U.S.A.)
kullanilarak yapilmis ve sayim sonuglariin or-
talamasi ile standart sapmalar1 hesaplanmistir.

Floresanh yerinde hibritlesme yontemi

UASB reaktor camurlarindaki toplam Arke
populasyonlart ve metan Arke topluluklarinin
rolatif miktarlarinin belirlenmesi i¢in FISH tek-
nigi kullanilmistir. Bu c¢alismada MC1109
(Methanococcales), MB310 (Methanobacteri-
ales), MG1200 (Methanogenium akrabalari),
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MX825 (Methanosaeta tiirleri), MS821 (Metha-
nosarcina tiirleri), MS1414 (Methanosarcina +
akrabalar1) (Raskin vd., 1994) problar reaktor
camurlarindaki metanojenlerin yiizdelerinin be-
lirlenmesi i¢in kullanilmigtir. ARC915 (Stahl
vd., 1988) ve UNIVI1392 (Pace vd., 1986)
problar1 reaktér camurlarindaki sirasiyla Arke
hiicrelerinin ve toplam mikrobiyal hiicrelerin
miktarlariin belirlenmesi amaciyla kullanilmis-
tir. Tiim problar Cy3 (5’) ile isaretli olup, ticari
olarak elde edilmistir (Qiagen Corp., Almanya).

Gortintii  alan1 basina 50-200 hiicre diisecek
miktarda (10-30 pL) fikslenmis hiicre jelatinle
kaplanmis mikroskop lami iizerine konmus ve
hava ile kurutulmustur. Hiicrelerin artan etanol
konsantrasyonlarinda (%50, %80, %100) susuz-
lagtirilmalar1 yapilmistir. Hiicreler hibritlesme
tamponu (0.9M NaCl, 2 mg/mL Ficoll, 2
mg/mL Bovine Serum Albumen, 2 mg/mL
polivinil pirolidon, 5SmM EDTA, pH 8.0, 25
mM NaH,PO4, pH 7.0, %0.1 SDS, %10-35
deiyonize formamit, 2.5 ng/uL hibritlesme
probu) icerisinde, 46 °C’de 4 saat inkiibe edil-
mistir (Amann vd., 1990; Manz vd., 1992).
Inkiibasyondan sonra, hiicreler 20 mM Tris-HCl
(pH 7.2), 0.01% SDS, 0-5 mM EDTA ve
Lathe’nin (1985) formiiliine gdre ayarlanmis
konsantrasyonlarda NaCl i¢eren yikama ¢ozelti-
si ile iki defa 48 °C’de yikanmislardir (Manz
vd., 1992). Bir damla citifluor (Citifluor Ltd.,
United Kingdom) eklendikten sonra, preparatla-
rin lizeri lamelle kapatilmistir. Goriintiiler, CCD
(charged coupled device) Spot RT kamera ve
0zel bir yazilima sahip floresan atagmanli, 100
W’lik yiiksek basingli civa lambali Olympus
BX 50 model epifloresan mikroskobu kullanila-
rak elde edilmistir. Her hibridizasyon icin 10
rastgele gorlintli alinmugtir. Hiicre sayimlari
Image-Pro Plus 5.1 analiz programi (Media
Cybernetics, U.S.A.) kullanilarak yapilmis ve
sayim sonuglarinin ortalamasi ile standart sap-
malar1 hesaplanmustir.

Deneysel ¢calisma sonuclari

Yukar: akish anaerobik ¢camur yatag:
reaktorlerinin performansi

2001 ile 2004 yillar1 arasinda UASB reaktorle-
rinden elde edilen KOI giderim verimleri ile re-
aktorlere uygulanan organik yiikleme degerleri

Sekil 1-3’te verilmektedir. IUASB reaktorii 6-
11 kg KOI/m® giin arahginda organik yiikleme-
lerde calistirilmis ve reaktdrden %80’in iizerin-
de KOI giderim verimi elde edilmistir (Sekil 1).
TUASB reaktorii 2.5-12 kg KOI/m®.giin organik
yiiklemede c¢alistirilmis ve reaktdrden %60-80
araliginda KOI giderim verimi elde edilmistir
(Sekil 2). CUASB reaktérii 2-12 kg KOI/m®.giin
organik yiiklemede calistirilmis ve reaktorden
%70-85 araliginda KOI giderim verimi elde
edilmistir (Sekil 3).

Alkol endiistrisi atiksularini aritan UASB reak-
torlerinden 10 ile 20 kg KOI/m”®.giin araliginda-
ki organik yiliklemelerde, %65 ile 95 araliginda
KOI giderim verimleri elde edilebilmektedir
(Driessen vd., 1994). Bu c¢alismanin konusu
olan UASB reaktérlere_uygulanan organik yiik-
lemeler ( < 12 kg KOI/m’.glin) bu araligin alt
sinir1 igerisinde kalmakta ve her bir reaktdrden
iyi diizeyde KOI giderim performansi (%60-95)
elde edilmektedir.

Spesifik metan aktivite test sonuclari

IUASB, TUASB ve CUASB reaktorlerinin SMA
test sonuclar sirastyla Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil
6’da verilmektedir. Reaktorlerden elde edilen ger-
cek metan iiretim (GMU) hizlar1 ve reaktdr ca-
murlarmin PMU hizlar1 Tablo 3’te verilmektedir.

IUASB, TUASB ve CUASB reaktér ¢amurlari-
nin 2002-2004 yillart arasinda PMU hizlarinda
strastyla %59, %68 ve %58’lik kayiplar meyda-
na gelmistir (Tablo 3). Bu durum sistem per-
formanslarma  yansimamigtir.  Reaktorlerin
GMU/PMU oranlar1 bu ¢alismanin konusu olan
UASB reaktorlerinin maksimum kapasitelerinin
cok altinda yiiklendiklerini gostermektedir. Lite-
ratiirde anaerobik reaktorlerde stabilitenin sii-
rekliliginin saglanmasi ve istenilen sistem per-
formansinin elde edilmesi icin GMU/PMU oram
0.6-0.7 araliginda tutulmasi gerektigi belirtil-
mistir (Ince vd., 1995; Monteggia, 1991). Ayri-
ca, reaktorlere uygulanan F/M oranlarinin, 0.2-
0.7 gKOI/g.UAKM.giin, UASB reaktérlerine
uygulanan tipik F/M oranlarmin  (0.5-1
gKOI/g. UAKM.giin) oldukga altinda kalmasi da
reaktorlerin maksimum kapasitelerinin ¢ok al-
tinda yiiklendigini gostermektedir (Driessen,
1994; Baier ve Delavy, 2005; Ince vd., 2005).
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Sekil 3. CUASB reaktoriiniin performansi

Reaktorlere uygulanan F/M orani digindaki, si-
caklik (35-37 °C), pH (6.4-7.5), C:N:P (400:5:1)
ve alkalinite (1200-1700 mg CaCOs/L) gibi di-
ger isletme parametreleri literatiirde belirtilen
optimum araliklarinda (Speece, 1996) tutulduk-

lar1 i¢in, reaktdr ¢amurlarinda meydana gelen
metanojenik aktivite kayiplarinin, reaktorlerin
kapasitelerinin ¢ok altinda organik yiiklemelere
maruz birakilmasi nedeniyle meydana geldigi
sonucuna varilmistir.
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Tablo 3. Reaktorlerden elde edilen GMU hizlar: ve reaktér camurlarinin PMU hizlar:

IUASB TUASB CUASB
mL CHy mL CH4 mL CHy
/gUAKM.giin /gUAKM.giin /gUAKM.giin
PMU GMU GMU/ PMU GMU GMU/ PMU GMU GMU/
PMU PMU PMU

Subat 2002 0.15 344 42 0.12 256 49 0.19
Mart 2002 321 48
Mayis 2002 229 48 0.21
Temmuz 2002 298 48 0.16 307 47 0.15
Subat 2003 286 38 0.13 216 44 0.20
Mart 2003 251 36 0.14
Ocak 2004 133 27 0.20 109 37 0.34 108 45 0.42

Diisiik F/M oranlarinda siibstrat kisitli olacagi
icin hiicreler elde ettikleri enerjinin biiyiik bir
kismin1 hiicre bakimi i¢in kullanildiklarindan
yeni hiicre iiretimi azalmaktadir. Bunun sonu-
cunda anaerobik reaktdrde tutulan aktif olmayan
hiicrelerin zamanla miktar1 artabilmektedir. Bu
nedenle yasanan aktivite kayiplarindan dolay1
sistemden istenilen performans elde edilemeye-
bilmektedir. Ince ve digerleri (2005) diisiik F/M
oranlarinda ¢alistirilan gergek Olgekli anaerobik
reaktorlerde  zamanla Onemli miktarlarda
asetoklastik metan aktivite kayiplarinin meyda-
na geldigini SMA testini kullanarak tespit et-
mislerdir. Diisik F/M oranlarinda ¢alistirilan
anaerobik reaktorlerde F/M oranini arttirmanin
metanojenik aktivite (Sponza vd., 2002) ve KOI
giderim verimi (Baier ve Delavy, 2005) tizerin-
de olumlu etkileri oldugu da, daha 6nce rapor
edilmistir. Olas1 aktivite kayiplarindan dolay1
ileride sistem performansinda bir diislis yasa-
mamak i¢in [UASB, TUASB ve CUASB reak-
torlerine uygulanan F/M oranlar yiikseltilmeli-
dir. F/M oranlarin1 arttirmak i¢in, sistemin po-
tansiyeli gdz oniinde tutularak (GMU/PMU ora-
n1 0.6-0.7) reaktorlerden daha fazla ¢camur ge-
kilmeli veya OYH yiikseltilmelidir (ince vd.,
1994, 1995; Monteggia, 1991).

Floresanh yerinde hibritlesme (FISH)
sonuc¢lari

FISH teknigi, UASB reaktorlerinde mevcut me-
tan arkelerinin miktarlarinin belirlenmesi ama-
ciyla, reaktdr camurlarina uygulanmistir. Sonug-
lar Tablo 4’te verilmektedir.
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IUASB c¢amurunda Methanosarcina tiirleri.,
Methanosarcina akrabalar1 ve Methanogenium
akrabalarina, TUASB ve CUASB camurlarinda
1se Methanosarcina tiirleri., Methanosarcina
akrabalar1, Methanococcales ve Methanogenium
akrabalarina rastlanmamustir.

Giinlimiize kadar tanimlanan metan Arke lerinden
sadece Methanosaeta ve Methanosarcina cins-
lerinin asetat1 siibstrat olarak kullanabildigi bi-
linmektedir (Zinder, 1993). Bu ¢alismada, reak-
torlerin hi¢ birinde Methanosarcina cinsine rast-
lanmamustir. Methanasaeta tiirleri her ii¢ reak-
torde de saptanmakla beraber, reaktorlerde sap-
tanan diger metan Arke tiirlerine gore de baskin
halde bulunmaktadir. Anaerobik reaktorlerde
Methanosaeta’nin diger metanojenlere gore sa-
yisal {istlinliigli daha once de rapor edilmistir
(Angenent vd., 2004). Methanosaeta mn graniilas-
yonu arttirdig1 ve daha stabil reaktdr performan-
sina neden oldugu diistintilmektedir (MacLeod
vd., 1990).

Hidrojen kullanan metan Arke’lerinden Metha-
nobacteriales TUASB ve CUASB reak-
torlerinde, Methanococcales ise ITUASB reak-
toriinde baskin halde bulunmaktadir. Daha 6n-
ceki ¢alismalarda Methanobacteriales’in UASB
reaktorlerinde baskin olan hidrojenotrofik metan
arke tiirii oldugu rapor edilmis ve su ana kadar
hicbir UASB reaktoriinde Methanococcales’e
onemli seviyelerde rastlanmamistir (Hofman-
Bang vd., 2003). ilk defa bu calismada
Methanococcales’in bir UASB reaktoriinde diger
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Tablo 4. UASB reaktér camurlarinda Arke’lerin (Arke) toplam komunite igerisindeki rélatif miktari,
ve Methanosaeta tiirleri (M.saet), Methanobacteriales (M.bac) ve Methanococcales’in (M.coc)
arkeyal komiinite icerisindeki rolatif miktarlar

TUASB (%) TUASB (%) CUASB (%)

Arke M.saet M.coc M.bac Arke M.saet M.Bac Arke M.saet M.bac
Subat 2002 17.241.2 90+1.2 0 15413 59+2.6 43+2.6
Mart 2002 18.3+0.2 83+1.6 13+0.5 7+1.1
Mayis 2002 15.142.1 59+2.8 40%1.3
gg(r)r;muz 15+04 7347 15:0.7 11#13 17.1+1.8 8818 0
Subat 2003 16.9+1.8 89+1.8 0 15+2.8  55+1.7 38+1.3
Mart 2003 152403 55£2  26%1.3 16%1.3
Ocak 2004 142403 58+2.1 30+0.7 10+0.7 15.0+0.7 79+1.4 24407 14.6+0.7 53+0.7 39+0.7

H; kullanan metan arke tiirlerine sayisal baskin-
1181 rapor edilmistir. Fakat bu durumu agiklamak
mevcut bilgiler 1s1g1nda olduk¢a zordur. Ciinkii,
hidrojenotrofik metan Arke’lerinin birbirleriyle
H, ve format i¢in yarislar1 ve bu siibstratlar tize-
rindeki kinetik sabitleri, asetoklastik metan
Arke’lerinin asetat icin yariglar1 ve asetat lize-
rindeki kinetigi gibi yeterince calisilmamistir
(Stahms vd., 2003; Karadagli ve Ritmann,
2005).

IUASB ve TUASB reaktorlerinin asetoklastik
metan iretim kapasitelerinde sirasityla %59 ve
%68°1ik meydana gelen kayiplara paralel olarak,
reaktorlerde rastlanan tek asetoklastik cins olan
Methanosaeta’nin rolatif miktarinda sirasiyla
%25 ve %11’lik kayiplar meydana gelmistir.
Aymni siire¢ igerisinde, [IUASB ve TUASB c¢a-
murlarinda mevcut hidrojen kullanan metan
Arke tlrlerinin rdlatif miktarlarinda sirasiyla
%20 ve %?24’liik bir artis meydana gelmistir. Bu
durum bize zamanla, anaerobik reaktorlerde ase-
tattan metan liretiminde, asetatin CO;’ye stilfat
indirgeyici bakteriler tarafindan doniistiiriilmesi
ve daha sonra iiretilen CO;’nin hidrojenotrofik
metanojenler tarafindan CH4’e donistiiriilmesi
prosesinin, asetoklastik metan Arke’leri tarafin-
dan dogrudan metan iiretimi prosesine gore bas-
kin hale geldigini gostermektedir. Bu alternatif
asetattan metan iiretim prosesinin onemli dl¢lide
gerceklestigi bir ¢ok anaerobik reaktdr rapor
edilmistir (Delbe’s vd., 2001, Angenent vd.,
2002). Bu alternatif metan {liretim yolu daha ¢ok
stres altindaki anaerobik sistemlerde gdzlem-
lenmektedir (Schnurer vd., 1994; Petersen ve
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Ahring, 1992). Bu ¢alismada ise anaerobik reak-
torlere uygulanan F/M oran1 disinda biitiin is-
letme kosullar1 uygun araliklarinda tutulduklar
icin, sistemdeki stresin sebebi reaktorlerin dii-
siik F/M oranlarinda calistirilmalari ile izah edi-
lebilmektedir.

Konyak tiretim atiksularini aritan CUASB reak-
toriindeki metanojenik komiinite yapisi, raki
iretim atiksularimi aritan [TUASB ve TUASB
reaktorlerindeki metanojenik komiinite yapilari-
nin aksine, zaman igerisinde stabil kalmustir.
Methanosaeta tiirlerinin CUASB reaktér camu-
rundaki rolatif miktar1 degismemesine ragmen,
bu siire¢ igerisinde reaktdr c¢amurunun
asetoklastik metan iiretim kapasitesinde %58’lik
bir kayip meydana gelmistir. Bu kayip CUASB
reaktoriinde tutulan Methanosaeta tiirlerinin
miktarinda degil, fizyolojik durumunda meyda-
na gelen bir degisim sonucu yasanmis olabilir.
Ayrica, degisim Methanosaeta popiilasyonunun
toplam miktarinda degil de, popiilasyondaki tiir-
lerin rolatif miktarlarinda gergeklesmis olabilir
ve bu degisim, bu ¢alismada kullanilan cins spe-
sifik MX825 probuyla saptanamamis olabilir.

Sonuglar

Iki senelik izleme siirecinde UASB reaktorleri-
nin performanslarinda bir degisim gozlenmeme-
sine ragmen, ayni siire¢ icerisinde reaktorlerin
PMU hizlarinda meydana gelen dnemli kayiplar
SMA testi ile tespit edilebilmistir. GMU/PMU
ve F/M oranlar1 UASB reaktdrlerine uygulanan
tipik degerlerin bir hayli altinda kalmaktadir.
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Reaktorlere uygulanan diger isletme parametre-
leri literatiirde belirtilen tipik deger araliklarinda
tutulduklar i¢in, reaktér ¢amurlarinda meydana
gelen metanojenik aktivite kayiplarinin, reaktor-
lerin kapasitelerinin ¢ok altinda organik yiikle-
melere maruz birakilmasi nedeniyle meydana
gelmis olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu ne-
denle, metan aktivite kayiplarindan dolay1 ileri-
de sistem performansinda bir diisiis yasamamak
icin reaktorlere uygulanan F/M oranlarinin, sis-
temin potansiyeli goz Onilinde tutularak arttiril-
masi Onerilmistir.

IUASB ve TUASB reaktoér ¢amurlari i¢in FISH
sonuglart SMA sonuglartyla uyum gdstermis,
reaktorlerdeki asetoklastik metan aktivite kayip-
larina paralel olarak asetat kullanan Methanosaeta
cinsinin metan Arke toplulugu igerisindeki rola-
tif miktar1 azalmis, hidrojen kullanan metanojen-
lerin metan Arke toplulugu igerisindeki rolatif
miktarlar1 artmistir. CUASB reaktoriinde yasa-
nan onemli metan aktivite kayiplarina ragmen,
reaktdriin metanojenik komiinite yapisi zaman
icerisinde stabil kalmistir.

Tesekkiir

Orhan Ince ve Bahar Kasapgil Ince sirastyla 844
ve 30696 kodlu ITU ve 04Y105 ve 02Y103D
kodlu BU Bilimsel Arastirma Projeleri Komis-
yonu tarafindan desteklenen projelere tesekkiir
eder. Ayrica Tekel A.S. (Mey Gida San. Tic.
Ltd. Sti.)’ye gosterdikleri isbirligi i¢in tesekkiir
ederiz.
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