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CESITLI HIDROLIZ BAKTERILERINE KIMYASAL MUTAJEN
UYGULAMALARININ METAN URETIiM VERIMLERINE ETKIiLERININ
BELIRLENMESI
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Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Cevre Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. ismail TOSUN

II. Danisman: Prof. Dr. Kamil EKINCI

Biyoetanol, biyogaz, biyodizel vb. biyoyakit elde edilme potansiyeli olan organik
atiklar, artan enerji taleplerini karsilamak icin kullanilan o6nemli bir
yenilenebilir enerji kaynagidir. Biyogaz, bu biyoyakitlar arasinda yer alan ve
biyokiitlenin anaerobik madde fermantasyonu sonucunda elektrik iiretiminde
kullanilabilen bir gaz karisimidir. Organik icerikli atiklardan enerji tiretimi
gerceklestirilmesi ile, kati atik depolama alanlarindaki fazla yiik olusturan
organik atiklarin miktar1 azalmakta ve bu atiklardan ekonomik ac¢idan gelir
saglanmaktadir. Bu amaglar dogrultusunda isletilen biyogaz tesislerinin tiretim
maliyetlerinin disiirtilmesi icin, proses siiresinin kisaltilmasi ve/veya olusan
biyogaz icindeki 6zgll metan miktarinin artmasi gereklidir.

Bu ¢alismanin amaci, stirekli karistirmali tank reaktor (CSTR) sisteminden izole
edilen mikroorganizmalarin kimyasal mutajenler yardimiyla enzim iiretim
verimlerinin  artirilmast  ve enzim iretim verimleri artirllan bu
mikroorganizmalarin biyogaz sistemine ilavesi ile mevcut biyogaz tesislerinden
elde edilen biyogaz hacminin ve metan miktarinin artirilmasidir. Bu kapsamda,
izole edilen mikroorganizmalara mutajen olarak MNNG, EtBr, EMS, Nitrik Asit
ve Fosforik Asit kimyasallarin uygulamasi yapilmis ve enzim Uretim
verimlerinin artislar1 kiyaslanmistir. Ardindan, 3 Ana bakteri ve 5 ayr1 kimyasal
(Fosforik Asit, MNNG, EMS, EtBr ve Nitrik Asit) muamelesi sonucunda elde
edilen suslar ile birlikte toplam 18 ayr bakteri susu (Ana ve Mutant Bakteriler)
kullanilarak BMP ve CSTR sistemlerinde bu bakterilerin biyogaz proseslerine
etkileri arastirilmistir.

Calismalar sonucunda; uygulanan mutajen kimyasallarin enzim iiretimlerine
etkisinin oldugu ortaya ¢ikmistir. Bazi suslarda bu etki olumsuzken, bazilarinda
ise olumlu sekilde kendisini gostermistir. BMP denemelerine baslamadan dnce
sistemin giivenilirligi, yapilan 6n deneme ile test edilmistir. Elde edilen veriler,
Tukey testi ile analiz edilmis ve ana denemeye baslanmistir. Ana BMP
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denemelerinden alinan él¢timlerde, Saman-Ana bakterisi %15,95, Saman-MNNG
bakterisi %19,35 ve S-EMS bakterisi %16,80 oranlarinda artis gostermistir.

CSTR sisteminde ana denemeye gecilmeden 6nce (BMP denemesinde oldugu
gibi) 6n bir deneme yapilmistir. On deneme sonucunda, reaktorlerden elde
edilen 6zgill metan verileri arasinda ortalama %0,45 farklihik oldugu tespit
edilmis ve bu verilere Tukey testi uygulanarak CSTR denemeleri baslatilmistir.
Bu bakterilerin etkilerinin goriilebilmesi igin CSTR sistemi, HRT:20 giin olacak
sekilde 3 HRT (60 giin), baslangi¢tan itibaren ise araliksiz 153 giin boyunca
isletilmistir.

CSTR denemeleri sonucunda, bakteri ilavesi ile biyogaz hacmi ve 6zgiil metan
miktar1 artmis olup, bu artis kiimilatif metan miktarlar1 bazinda Ana Bakterinin
ilave edildigi reaktorlerde %6,55 ve Mutant bakterili reaktorlerde %8,48
oraninda gerceklesmistir. Bu durum, enzim verimleri artirilmis mutant
bakterilerin biyogaz sistemine ilave edilmesinin, ana bakteri ilavesinden daha
yararli oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, kimyasal mutajen
kullanilarak enzim tUretim verimlerinin artirilabilmesinin miimkiin oldugu
kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: MNNG, EtBr, EMS, BMP, CSTR Biyogaz, Metan

2022, 131 sayfa
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF CHEMICAL MUTAGEN
APPLICATIONS ON METHANE PRODUCTION EFFICIENCIES TO VARIOUS
HYDROLYSIS BACTERIA

Rifat YILDIRIM

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Environmental Engineering

Supervisor: Prof. Dr. ismail TOSUN

Co-Supervisor: Prof. Dr. Kamil EKINCI

Bioethanol, biogas, biodiesel etc. Organic wastes, which have the potential to
obtain biofuels, are an important renewable energy source used to meet
increasing energy demands. Biogas is a gas mixture among these biofuels that
can be used in electricity production as a result of anaerobic fermentation of
biomass. With the realization of energy production from wastes with organic
content, the amount of organic wastes that create excess load in solid waste
storage areas is reduced and economic income is provided from these wastes. In
order to reduce the production costs of biogas plants operated for these
purposes, it is necessary to shorten the process time and/or increase the
specific methane amount in the biogas generated.

The aim of this study is to increase the enzyme production efficiency of
microorganisms isolated from the continuous stirred tank reactor (CSTR)
system with the help of chemical mutagens and to increase the biogas volume
and methane amount obtained from the existing biogas plants by adding these
microorganisms with increased enzyme production efficiency to the biogas
system. In this context, MNNG, EtBr, EMS, Nitric Acid and Phosphoric Acid
chemicals were applied to the isolated microorganisms as mutagens and the
increase in enzyme production efficiency was compared. Then, the effects of
these bacteria on biogas processes in BMP and CSTR systems by using a total of
18 different bacterial strains (Main and Mutant Bacteria) together with the
strains obtained as a result of the treatment of 3 main bacteria and 5 different
chemicals (Phosphoric Acid, MNNG, EMS, EtBr and Nitric Acid). has been
researched.

As a result of the studies; It has been revealed that the applied mutagenic
chemicals have an effect on enzyme production. While this effect was negative
in some strains, it showed itself positively in others. Before starting the BMP
trials, the reliability of the system was tested with the preliminary trial. The
obtained data were analyzed with the Tukey test and the main experiment was

\%



started. In the measurements taken from the main BMP trials, Straw-Ana
bacteria increased by 15.95%, Straw-MNNG bacteria by 19.35% and S-EMS
bacteria by 16.80%.

In the CSTR system, a preliminary trial was conducted before the main trial (as
in the BMP trial). As a result of the experiment, it was determined that there
was an average of 0.45% difference between the data obtained from the
reactors and CSTR trials were started as a result of the test by applying the
Tukey test. In order to see the effects of these bacteria, the CSTR system was
operated for 3 HRT (60 days) as HRT: 20 days, and for 153 days continuously
from the beginning.

As a result of the CSTR trials, the biogas volume and specific methane amount
increased with the addition of bacteria, and this increase was 6.55% in the
reactors where the Mother Bacteria was added and 8.48% in the reactors with
mutant bacteria, on the basis of cumulative methane amounts. This situation
revealed that the addition of mutant bacteria with increased enzyme yields to
the biogas system is more beneficial than the addition of the main bacteria. In
addition, it has been proven that it is possible to increase enzyme production
efficiencies by using chemical mutagens.

Keywords: MNNG, EtBr, EMS, BMP, CSTR Biogas, Methane

2022, 131 pages

vi



TESEKKUR

Bu tez c¢alismasi kapsaminda ¢alismanin yonlendirilmesinde yol gosterici olan,
danisman hocalarim Prof. Dr. Ismail TOSUN ve Prof. Dr. Kamil EKINCI'ye
tesekkiirlerimi sunarim. Mikrobiyoloji ve enzim ¢alismalarinda yapmis oldugu
yonlendirmeler ile tezime biiyiik katki saglayan ve yardimci olan Prof. Dr. Ali
COSKAN’a ve Tum Genom Analiz sonug¢larinin degerlendirilmesindeki degerli
katkilarindan dolayr Dr. Ogr. Uyesi Yasemin BEKTAS’a tesekkiirii bir borg
bilirim. Yapilan ¢alismalarda yardimlarini esirgemeyen basta Yiiksek Ziraat
Miihendisi Emrah GODE olmak iizere, Ars. Gor. Mehmet SOLAK’a, Yiiksek Ziraat
Miihendisi Barbaros Salih KUMBUL'a tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda gostermis oldugu ilgi nedeniyle Siitgiiler Prof. Dr. Hasan
Giirbiiz M.Y.0. Miidiirii Doc. Dr. Mehmet Giiveng NEGIZ'’e, vermis olduktar1 bilgi
ve paylastiklar1 tecriibeleriyle tez ¢alismalarimda yardimlarini esirgemeyen
Prof. Dr. Aynur Giil KARAHAN CAKMAKCI'ya, Dr. Ogr. Uyesi Ahmet KARAHAN’a,
Dr. Ogr. Uyesi Cihan OZGUR’e, Ogr. Gor. Dr. Serkan OZDEMIR’e ve Dr. Ogr. Uyesi
Ferdi AKBIYIK'a, c¢alismalarda kullanilan CSTR reaktérlerinin yeniden
yapilmasinda biiyiik yardimlar1 olan Sistem Makina Sanayi’den Mustafa
DUMAN’a ve ¢alisma arkadaslarina tesekkiir ederim.

FDK-2019-7405 No'lu proje ile arastirmaya maddi olarak destek saglayan
Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi
Baskanlig1 yonetici ve ¢alisanlarina tesekkiir ederim.

121Y565 No’lu 1002 projesi ile arastirmaya maddi olarak destek saglayan
TUBITAK’a tesekkiir ederim.

Rahmetli babama, hayatimda ve c¢alismalarimda maddi ve manevi

yardimlarindan dolayr anneme, desteklerinden dolay1 sevgili esime ve
anlayisindan dolay1 kizima, minnet ve sevgi ile tesekkiir ederim.

Rifat YILDIRIM
ISPARTA, 2022

vii


https://ardeb-pts.tubitak.gov.tr/pmProjectDetail.htm?id=gplaWyUxo5XYmBZ19BXhXbZh13x2vqpV1mt6QNAjB0BgoPa5Uprko22o8Ld4zd5v-2FlkIPFe2pgfG-0AdLw3vjWhxvjTZfFRWirTK6pUAarUz0xA8fMVKcrLMnkTEUjmIpH9bTc-2BsxVu5mE-3D

SEKILLER DiZiNi

Sayfa

Sekil 1.1. Biyokiitle enerjisine dayali kurulu giiciin yillara gore degisimi............... 3
Sekil 1.2. Biyokiitle enerjisinin, toplam kurulu gii¢ icerisindeki yillara gore orani

............................................................................................................................................ 4
Sekil 1.3. Biyogaz Uretim agamalar] ... sssssssssssssssssssssens 6
Sekil 1.4. Nitroz asit mutagenesizinin MeKaniZmasl.......oereereereereeresnesseesessessesseenes 17
Sekil 1.5. Baz degisim mekKaniZmasl......cnnsssssssssssssss s 20
Sekil 1.6. Baz inzersiyonuyla olusan degiSim ... 21
Sekil 3.1. Bakteriyolojik calismalarin yapildig1 anaerobik ortam........ccccoeeevererennes 43
Sekil 3.2. EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon kiti (solda),

Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazi (Sagda) .....ccoeevreereennees 46
Sekil 3.3. ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Solda), kyratec thermal cycler

(=0 - P 47
Sekil 3.4. Tir tespiti calismalari akim SEMASI .....cveverererneresinreresssess s 47
Sekil 3.5. Mutasyon calismalarinda kullanilan mutajen kimyasallar .........cccocneeuee 48
Sekil 3.6. EtBr ilave edilen Katl DeSIYeri.....ccunineneissresssnesnessssssessssessessssesssssneans 48
Sekil 3.7. BMP Unitesinin OTTNUMIL ......eeeesssummmeeesssssssssssessssssssssssssesssssssssssssessssssssss 51
Sekil 3.8. BMP DENeme SEMASL....ccuerirneisneressessssssessssssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssessssns 51
Sekil 3.9. Gaz kompozisyonu belirlenmesi i¢in kullanilan senkronize tunite........ 52
SeKil 3.10. GAZ SAYACL...uruerriresirreessessssssessesses s s sssss s s sssssssssens 52
Sekil 3.11. Tiim Genom analiz ¢alismalar: akim $EmMasl .......ccouereerenieserrerseensiesennnens 54
Sekil 3.12. Geneious Prime programi ara ylizi gOrUnuUmul........coeeeeeseeseeseeseeseeseeseenes 54
Sekil 3.13. CSTR'1n teknik cizimi ve tamamlanmig hali ... 56
Sekil 3.14. CSTR sistemi teknik ¢izim gOTUNUMT ...cuveeeereeresresresresressessessessessessessessessenes 56
Sekil 3.15. Elementar Vario MAX CN elementel analiz cihazi......ccooverninecrininnenne 61
Sekil 3.16. KOI analizi termoreaktérden ¢ikan numuneler ve Spektrofotometre

...................................................................................................................................... 62

Sekil 3.17. Numunelerin santrifiij isleminden sonraki gorinimu .........c.ceoeeeseenens 62
Sekil 3.18. Distilasyon diizenegi ve titrasyon islemi........nenmenensenesneeseeseenens 63

Sekil 4.1. Y-Ana bakterilerine gore mutant bakterilerin enzim degisimleri (%) 67
Sekil 4.2. P-Ana bakterilerine gére mutant bakterilerin enzim degisimleri (%) 68
Sekil 4.3. S-Ana bakterilerine gore mutant bakterilerin enzim degisimleri (%) 68
Sekil 4.4. Y-EtBr, P-Ana-2, P-Nitrik, Y-Nitrik, S-Ana-1 ve S-MNNG bakterilerin

Kontrol'e gore (kiimulatif Biyogaz biyogaz degisimi..........ccverrerernsenne 77
Sekil 4.5. Y-EtBr, P-Ana-2, P-Nitrik, Y-Nitrik, S-Ana-1 ve S-MNNG bakterilerin
Kontrol'e gore kiimiilatif metan degisimi........ccmremernenirnsessernesssesesneens 77
Sekil 4.6. Bakteri caplarinin tespiti ¢aliSmalar ... 83
Sekil 4.7. S-Ana’ya ait en0m Ve aNNOtASYONU ...c.ceeeeeeereereesessesessessesssssesssssesssssssssssess 88
Sekil 4.8. S-Ana ve S-EtBr alignment sonucu elde edilen verilerin ekran
o0 0D D T 89
Sekil 4.9. S-Ana ve S-MNNG alignment sonucu elde edilen verilerin ekran
=00 D1 01§ 89
Sekil 4.10. Y-Ana'ya ait genom Ve anNOtaASYONU .....ccreureurerresressessessessessessessessessessessessenes 90
Sekil 4.11. S-Ana ve S-MNNG alignment sonucu elde edilen verilerin ekran
o0 0 0L 0 ] 0 T 91
Sekil 4.12. Y-Ana ve Y-Fosfor alignment sonucu elde edilen verilerin ekran
=0 D0 01 0] 0 91



Sekil 4.13.
Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.

Sekil 4.17.
Sekil 4.18.

Sekil 4.19.
Sekil 4.20.

CSTR denemesinde pH’'nin zamanin fonksiyonu olarak degisimi ......95

CSTR prosesinden elde edilen giinliik metan miktarlart.........cccccocenenee. 99
CSTR prosesinden elde edilen 6ziil metan miktarlar .......cccocereererennes 99
Kontrol reaktorlerinden elde edilen 6zgiil metan miktarlarinin
regresyon analizi SONUGIATT ... ssessssseens 100
S-Ana bakterili reaktorlerden elde edilen 6zgiil metan miktarlarinin
regresyon analizi SONUGIATT ......c.cccecereereeseereeseeseesesesseesesseesessesssssessssssens 100
S-MNNG bakterili reaktorlerden elde edilen 6zgiil metan
miktarlarinin regresyon analizi SONUGlarT......nneninsessenesnsesisnenens 101
CSTR prosesinden elde edilen kiimiilatif metan tiretim miktarlari.102
Metagenom Analiz SONUGIAIT ... 106

ix



CIZELGELER DIZINi

Sayfa
Cizelge 1.1. Turkiye’deki 2020 y1li enerji kaynaklari, atik ve enerji miktarlari.....3
Cizelge 1.2. Biyokiitlenin par¢calanmasinda anaerobik ortamda gorev alan
MIKroOrganiZmalar ... 10
Cizelge 1.3. Biyogaz tiretimde kullanilan giincel 6n islemler ..., 12
Cizelge 1.4. Anaerobik proseslerde optimum Kosullar ... 22
Cizelge 1.5. En yaygin VFA’lar ve 0zelliKIer......onnesiscsesesessessssennens 22
Cizelge 2.1. Biyogaz iiretimde kullanilan biyolojik yontemler (Bakteri ilavesi). 29
Cizelge 2.2. Kimyasal ve/veya fiziksel Mutasyon sonucunda enzim miktarinda
elde edilen art1SIar..... s 34
Cizelge 3.1. BMP testlerinde kullanilan malzemelerin 6zellikleri ........cccocoverenennes 40
Cizelge 3.2. CSTR denemelerinde kullanilan materyallerin ve reaktorlerin
fiziksel ve kimyasal OZelliKIeT ... 41
Cizelge 3.3. Kullanilan primer dizileri ve PCR kogullar ......c.coconnnenencenencenencens 46
Cizelge 3.4. V bolgeleri i¢in baslangi¢ ve bitis noktalar........ennenniencenens 58
Cizelge 4.1. Proteaz, Seliilaz ve Lipaz enzimlerinin analiz sonuglart.........cc.ccocneene. 66
Cizelge 4.2. BMP 6n deneme SONUGIATT........ococereneereeneereeseeseeseeserssssessessesssesesssssessesssssssseses 69
Cizelge 4.3. BMP 6n denemesi Tukey teSt SONUCU .....cccvveerrernsesseessesesssnsessessessssssensens 71
Cizelge 4.4. Kimulatif biyogaz miktarlarinin zamanin fonksiyonu olarak
degisimi (L) (DeNeme-1)......cumreinenessessessssssssssssessssssessessssssssssssens 73
Cizelge 4.5. Kiimiilatif biyogaz miktarlarinin zamanin fonksiyonu olarak
degisimi (L) (DENEME-2)....ceeecereereeeereeseeseesemsessesssessssssssssssssssssssssssssssenes 73
Cizelge 4.6. Kiimiilatif metan miktarlarinin zamanin fonksiyonu olarak degisimi
(L) (DENEME-1) .vurrrrrirrirererresessssessssessessssessssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 74
Cizelge 4.7. Kimulatif metan miktarlarinin zamanin fonksiyonu olarak degisimi
(L) (DENEIME-2) c.oeueuirremerreessesssessessesssssessessssssssssssessssssessessssssssssssssssssssssesssssaes 74
Cizelge 4.8. Kimulatif biyogaz miktarlarinin Kontrol'e gore % degisimi
(0223 0T=) 44 L ) PP 75
Cizelge 4.9. Kiimiilatif biyogaz miktarlarinin Kontrol’e gére % degisimi
(DENEIME-2) cueirirrereernresessiseeses e nnaen 75
Cizelge 4.10. Kiimiilatif metan miktarlarinin Kontrol’e gore % degisimi-1.......... 76
Cizelge 4.11. Kiimulatif metan miktarlarinin Kontrol’e gore % degisimi-2.......... 76
Cizelge 4.12. Ozgiil biyogaz ve metan iiretim miktarlar1 (Deneme-1)....cccooeuurrveenne 78
Cizelge 4.13. Ozgiil biyogaz ve metan iiretim miktarlar1 (Deneme-2)....cccoouuuvvvevnne 79
Cizelge 4.14. Kiimiulatif biyogaz ve metan liretim siralamasl........cocooeneereeseercereeneens 80
Cizelge 4.15. BMP denemesindeki paraleller i¢cin korelasyon test sonucu ........... 81
Cizelge 4.16. OM IAETIIM ..ottt s snns 82
Cizelge 4.17. Bakterilerin petri kaplarindaki caplari.........ccoonnnnneneenceneencenseneens 82
Cizelge 4.18. Bakteri zon c¢aplari, 6zgiil biyogaz ve metan miktarlar: kiyaslamasi
.................................................................................................................................. 84
Cizelge 4.19. Izole edilen bakterilerin enzim iiretim verimlerinin kiyaslanmasi85
Cizelge 4.20. Min-Max Normalizasyonu (Feature Scaling) Verileri ........cc.cccoveunnee. 87
Cizelge 4.21. Ham sekansin kalite degerleri......onncnsenceneneseeseseesesseeseeseeseens 88
Cizelge 4.22. Text formatinda SNP’lerin 6rnek gosterimi.........ooveneensererneeseeseennens 90

Cizelge 4.23. Mutant bakterilerin ana bakteriye gore DNA niikleotit baz

degisimlerinin toplu OZeti......ocoerercereereerererresee s 92



Cizelge 4.24. Reaktorlerin stabilizasyonundan sonraki 36 giinliik 6zgiilmetan

tretim miktar: (L CH4/g OM) ... ccececeeeeeeeseesesesesesensessesesssees 93
Cizelge 4.25. CSTR 6n denemesi Tukey teSt SONUCU .....overernsesirssesirnsssessessessssssensens 94
Cizelge 4.26. CSTR denemesinde reaktorlerin OM giderim verimlerinin zamanin

fonksiyonu olarak degiSimi (%0)....ccmuerrerrerreeserseemesssssessessessessesssesssssseens 96
Cizelge 4.27. CSTR denemesinde VFA'nin zamanin fonksiyonu olarak degisimi

8307 o ) PP 96
Cizelge 4.28. CSTR denemesinde alkalinitenin zamanin fonksiyonu olarak

[0 L7 o TS 1 o P 97
Cizelge 4.29. CSTR denemesinde VFA/Alkalinite oranin zamanin fonksiyonu

0larak deZiSIMI ..cvuu e 97
Cizelge 4.30. CSTR denemesinde KOI'nin zamanin fonksiyonu olarak degisimi

(INZ/ L) cetereereererreererseesesses s s ses e s ssssnns 98
Cizelge 4.31. CSTR sisteminden elde edilen kiimiilatif metan degerleri.............. 102
Cizelge 4.32. CSTR sitemine yiiklenen bakteri say1lari.......onncnenceneeneeneenees 107

xi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BMP

Bp
CSTR

DC

EMS
EPDK
HNO;
HOMU
HRT

KM

KOi

LB
MNNG
MTEP
OLR

OM

PCA

PW
P-Ana
P-EMS
P-EtBr
P-Fosfor
P-MNNG
P-Nitrik
Rpm

SB

SM

SNP
S-Ana
S-EMS
S-EtBr
S-Fosfor
S-MNNG
S-Nitrik
Y-Ana
Y-EMS
Y-EtBr
Y-Fosfor
Y-MNNG
Y-Nitrik

Biyometan potansiyeli

Baz cifti

Stirekli karistirmali tank reaktoér (Continuous stirred tank reactor)
Dogru akim

Etil metan stlfat

Enerji piyasasi diizenleme kurumu

Nitroz asit

Hammadde 6zgiil metan iiretimi

Hidrolik bekleme stiresi

Kati madde

Kimyasal oksijen ihtiyaci

Luria Bertani

N-metil-N’-nitrosoguanidin

Milyon ton esdeger petrol

Organik ytikleme hizi

Organik madde

Plate Count Agar

Pepton Water

Bacillus halotolerans bakterisi

P-Ana bakterisinin EMS ile mutasyona ugratilmis mutanti

P-Ana bakterisinin EtBr ile mutasyona ugratilmis mutanti

P-Ana bakterisinin Fosforik Asit ile mutasyona ugratilmis mutanti
P-Ana bakterisinin MNNG ile mutasyona ugratilmis mutanti
P-Ana bakterisinin Nitrik Asit ile mutasyona ugratilmis mutanti
Dakikadaki devir sayisi

Sigir giibresi

Su muhtevasi

Tek niikleotid polimorfizmi

Salmonella enterica bakterisi

S-Ana bakterisinin EMS ile mutasyona ugratilmis mutanti

S-Ana bakterisinin EtBr ile mutasyona ugratilmis mutanti

S-Ana bakterisinin Fosforik Asit ile mutasyona ugratilmis mutanti
S-Ana bakterisinin MNNG ile mutasyona ugratilmis mutanti
S-Ana bakterisinin Nitrik Asit ile mutasyona ugratilmis mutanti
Bacillus licheniformis bakterisi

Y-Ana bakterisinin EMS ile mutasyona ugratilmis mutanti

Y-Ana bakterisinin EtBr ile mutasyona ugratilmis mutanti

Y-Ana bakterisinin Fosforik Asit ile mutasyona ugratilmis mutanti
Y-Ana bakterisinin MNNG ile mutasyona ugratilmis mutanti
Y-Ana bakterisinin Nitrik Asit ile mutasyona ugratilmis mutanti

xii



1. GIRIS

Organik icerikli atiklardan (biyokiitle) biyoetanol, biyogaz, biyodizel vb. bircok
biyoyakit elde edilmektedir (Kapluhan, 2014). Biyokiitle enerjisi, artan enerji
taleplerini karsilamak icin kullanilan 6nemli bir yenilenebilir enerji kaynagidir

(Erensoy ve Cek, 2020).

Bu biyoyakitlar arasinda yer alan biyogaz, biyokiitlenin anaerobik madde
fermantasyonu sonucunda %60-75 metan (CHa4), %23-38 karbondioksit (COz),
eser miktarda hidrojen silfiir (H2S) ve hidrojen (Hz) iceren ve elektrik
tretiminde kullanilabilen bir gaz karisimidir (Bukvic vd., 2002; Aybek vd., 2015;
Ucok, 2016). Organik icerikli atiklardan biyogaz iiretimi ile enerji iiretimi
gerceklestirilmekte, kati atik depolama alanlarindaki fazla yiik olusturan
organik atiklarin miktar1 azalmakta ve bu atiklardan ekonomik acgidan gelir
saglanmaktadir. Bu amaglar dogrultusunda kullanilan biyogaz tesislerinin
tretim maliyetlerinin diisiiriilmesi icin, proses siiresinin kisaltilmasi ve/veya

olusan biyogaz icindeki 6zgiil metan miktarinin artmasi gereklidir.

Elektrik tretiminde fosil yakitlarin ve biyogaz kullaniminin arastirildigi bir
calismada, biyogaz kullanilarak iiretilen elektrik enerjisi sera gazi emisyonlarini
azaltmakta oldugu ve organik atik/artik materyallerin anaerobik fermantasyon
ile bertarafim1 sagladigi bildirilmistir. Bu avantajlariyla biyogaz kullaniminin

daha gevreci oldugu séylenebilir (Kogar vd., 2013).

Biyogaz olusumunda ac¢iga ¢ikan metan gazi ideal bir gaz olup sivilastirma
basinci 280-350 bar oldugundan LPG gibi kolay sivilastirllamamaktadir (ETKB,
2019). Bunun yaninda, biyogazin 1sil degerini olusturan CH4 gazi, CO; gazina
gore 21 kat (Koyuncu ve Akgitin, 2017) - 23 kat (Senol vd., 2017) daha fazla sera
etkisine neden olmaktadir. Bu nedenle, organik maddelerin anaerobik
curimesiyle olusan biyogazin kontrol altinda tutulmasi, ekonomik getirisinin
yaninda kiiresel 1sinmanin oniine gecilebilmesi icin yapilmasi gereken 6énemli
calismalardandir (Senol vd., 2017). Bunun yani sira, biyogaz alternatif yakitlar

arasinda onemli bir konuma sahiptir (Yilmaz ve Gimis, 2017). CH4 gazi igerigi



%55 olan 1 m3 biyogazin sagladig1 4700-5700 kcal’lik 1s1l degeri, 0,62 litre gaz
yagl, 1,46 kg odun komiiru, 3,47 kg odun, 0,43 kg biitan, 12,3 kg tezek, 4,70 kWh
elektrik enerjisi esdegerleri ile buiyiik bir potansiyele sahiptir (Senol vd., 2017;
ETKB, 2019).

Biyogaz ¢ok yonli bir enerji kaynag1 olarak, dogrudan isitma ve aydinlatma
amaciyla kullanilmasinin yanisira, elektrik enerjisine ve mekanik enerjiye
cevrilerek de kullanilmaktadir. Biyogaz sikistirlldiginda, sikistirilmis dogalgaz
(CNG) olarak motorlu araglarda yakit olarak da kullanilabilmektedir. Ayrica
biyogaz liretimi sonucu ortaya c¢ikan fermente iiriin, toprak iyilestirici olarak

kullanilabilmektedir (Senol vd., 2017).

Turkiye icin yapilan arastirmalardan elde edilen Cizelge 1.1 verileri
incelendiginde, organik atiklarin toplam ekonomik enerji esdegeri 3,9 MTEP/y1l,
teorik enerji degeri ise 33,1 MTEP/y1l civarina oldugu tahmin edilmektedir
(ETKB, 2021). Burada, ekonomik enerji esdegeri ve teorik enerji esdegeri
arasindaki buyiik farkin azaltilarak, ekonomik enerji esdegerinin artirilmasi icin

onemli bir organik atik potansiyelimizin oldugu sdylenebilir.

Elektrik iiretiminde de yaygin bir sekilde kullanilan biyokiitle enerjisine dayali
kurulu gii¢ Haziran 2022 itibariyle 2.172 MW (Sekil 1.1), biyokiitle enerjisinin
toplam elektrik tliretimi igerisindeki pay1 %2,14 olup (Sekil 1.2) yillara gore
kurulu gii¢ degisimi ve toplam elektrik lretimi icerisindeki pay1 Sekil 1.1 ve
Sekil 1.2’de yer almaktadir (ETKB, 2022). Sekil 1.1 incelendiginde biyokiitle
enerjisine dayal kurulu giiciin yillara gore degisiminin strekli artista oldugu
gorilmektedir. Ancak Sekil 1.2 incelendiginde bu artisin yeterli olmadigi
distiniilmektedir. Biyokiitle enerjisinin, toplam elektrik iiretimi igerisindeki
paymin %2,14 olmasinin nedenlerinden biri de Cizelge 1.1'de goriilen ekonomik
enerji esdegeri ve teorik enerji esdegeri arasindaki farkin biiyiik boyutlarda
olmasindan kaynaklandig1 soylenebilir. Bu aradaki farkin kapatilmasiyla
birlikte, biyokiitle enerjisinin toplam elektrik {retimi igerisindeki pay1

artirilabilir.



Biyogaz iiretimi ve iiretilen biyogazin gii¢ sistemlerinde kullanimi tizerine
yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu tiir ¢alismalarin yani sira, tesislerden
elde edilen biyogaz hacminin ve metan miktarinin artirilmasi amaciyla da bir¢ok

calisma mevcuttur (Kog vd., 2019; Chatzopoulou vd., 2019).

Cizelge 1.1. Turkiye’deki 2020 yili enerji kaynaklari, atik ve enerji miktarlar:
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Sekil 1.1. Biyokiitle enerjisine dayali kurulu giiciin yillara gore degisimi (ETKB,

(ETKB, 2021)

Toplam Hayvan Sayisi
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Belediye Kati1 Atik Miktar1
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Sekil 1.2. Biyokiitle enerjisinin, toplam kurulu gii¢ icerisindeki yillara gére orani
(ETKB, 2022).

Biyokiitle enerjisinin, toplam elektrik tiretimi icerisindeki payimnin artirilmasi
icin ekonomik ve teorik enerji esdegerlerinin esitlenmesi gerekmektedir.
Kontrolsiiz sekilde depolanan organik atiklar nedeniyle, dogaya kontrolsiiz
sekilde salinan biyogaz, hem hava kirliligine neden olmakta hem de enerji
liretim potansiyeli olan bir malzeme bosa gitmektedir. Bu durumda biyogaz
lretim potansiyeline sahip olan organik atiklarin ayr toplanarak, biyogaz
tretimine dahil edilmesi 6nemlidir. Bunun yani sira biyogaz proseslerinde
enerji uretimi icin kullanilan materyallerin birim materyal basina iretilen
biyogaz iiretiminin artirilmasi da elde edilen biyogazin ve/veya lretilen metan
miktarinin artmasini saglayabilecektir. Bunun i¢in yapilan ¢alismalara éncelik
verilmesi ve ilgili kurumlar tarafindan bu tiir ¢alismalara destek verilmesi

gerekmektedir.
1.1. Biyogaz Uretim Mekanizmasi

Biyogaz tlretim mekanizmasi1 Sekil 1.3'te gosterilmistir. Mikroorganizmalar
tarafindan gerceklestirilen hidroliz asamasi anaerobik fermantasyonun birinci
asamasidir. Bu asamada, kompleks yapili subtrat, daha basit organik yapilara

dontstirilmektedir (FNR, 2010).



Biyogaz prosesinin ikinci asamasi olan asidojenez fazinda, fermantasyon
bakterileri enerji ihtiyaglarim1 karsilamak icin hidroliz asamasinda ayrisan
bilesikleri hiicre igerine alarak daha basit bilesenlere donitstiiriir ve hiicre

disina atar (Henze vd., 2008).

Ugiincii agsama olan asetojenez fazinda, mikroorganizmalarca fermantasyon
devam eder ve asidojenez asamasinda olusan ucgucu yag asitleri metan
lretiminin onciisii olan asetat, hidrojen ve karbondioksite doniisiir (Metcalf &
Eddy vd., 2014). Bu asamada, asidojenezden farkli olarak asetat iiretimi,

asetojenik mikro canlilarin aktivitesi ile gerceklestirilir (Gerardi, 2003).

Mikroorganizmalar tarafindan onceki asamalarda iiretilen asetat, hidrojen ve
karbondioksitin metana c¢evrildigi asama olan metanojenez asamasi, anaerobik
fermantasyonun dordiincli ve son asamasidir. Metan iiretiminde, asetati metan
ve karbondioksite dontistiiriiren asetolastik metanojenler ve elektron vericisi
olarak hidrojen ve elektron alicis1 olarak karbondioksiti kullanarak metan
treten hidrojen kullanan metanojenler olarak iki grup metanojenik

mikroorganizma gorev alir (Henze vd., 2008; Metcalf & Eddy vd., 2014).

Hidroliz asamasi, anaerobik bakteriler tarafindan yiiriitiillen, anaerobik
fermantasyonun hizin1 belirleyen biyogaz iliretiminin en 6nemli asamasidir
(Kogar vd., 2010). Bu asamada, polimerler (yag, protein ve karbonhidrat), daha
kiiciik yapidaki monomerlere dénistiriliir. Ikinci asamada, iiretilen bu
monomerler, kisa zincirli asitlere, karbondioksit, hidrojen ve alkollere
donitistiriliirler. Uglincii asamada asetojenik bakteriler yardimiyla, hidrojen,
asetat ve Kkarbondioksit iretilmektedir. Son asamada ise, asetojenik
bakterilerinin faaliyetleri sonucu iiretilen organik asitler, asetat ve hidrojen
molekiilleri, metanojen mikroorganizmalar tarafindan karbondioksit ile
hidrojenin sentezlenmesi ve asetik asitin parcalanmasi sonucunda, metan ve
karbondioksite doniistiiriilerek reaksiyon sonucunda biyogaz elde edilmis olur.
Biyogaz iiretiminin %27-30’u, asetik asitin oksidasyonu ile gerceklesirken,
%70’lik kismi ise hidrojen ve Kkarbondioksitin indirgenmesi sonucu

tiretilmektedir (Gérmiis, 2018; Deublein, 2011; Kaya ve Oztiirk, 2012).
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Sekil 1.3. Biyogaz tiretim asamalari (Calli, 2012)

Anaerobik fermantasyon isleminde reaksiyon siireleri, atik tiirtine, iyon
iceriklerine, pH, karistirma araliklarina ve sicaklik faktoriine baghdir (ilkili¢ ve
Deviren, 2011). Karisim igierisinde ¢o6ziinliir halde bulunmayan maddeler,
mikroorganizmalarin salgiladiklar1 enzimler yardimiyla karisim icerisinde
cozunir hale gelir. Bu enzimleri salgillayan mikroorganizmalar, uzun zincirli
kompleks karbonhidratlari, proteinleri ve yaglari, kisa zincirli hale
dontsturirler (Hang vd., 2016). Hidroliz asamasi anaerobik fermantasyonun
hizim1 belirlediginden dolay1 biyogaz liretim asamalarinin en onemlisidir. Bu
asamada elde edilen f{riinler, metan {ireten bakterilerin kullanabilecegi
niteliktedir. Hidroliz  siireleri kullanilan substrata gore degisiklik
gosterebilmektedir. Ornegin, seliiloz ve yag icerigi fazla olan organik maddelerin
hidroliz siiresi olduk¢a uzundur (Kogar vd. 2010). Bu nedenle biyogaz
liretiminin kisa siirelerde tamamlanmasi ve elde edilen 6zgiil metan miktarinin

artirilmasi amaciyla bazi 6n islemler uygulanmaktadir.

1.2. Onislemler

Biyogaz {lretimi genel olarak; tarimsal atiklar, atik camurlar, hayvan
glibrelerinin ve  Kkirliligi yiiksek endistriyel atiklarin aritimi  icin
kullanilmaktadir. Biyogaz isleminin basarili sayilabilmesi icin en 6nemli kriterin

0zgill metan tretim verimi oldugu diisiintldiiglinde substrat secimi 6nemli bir



yer tutmaktadir (Vijayalekshmy, 1985). Biyogaz tiretimi icin kullanilacak
karisimda biyobozunurlugu diisiik olan organik maddelerin yogunlugu, hidroliz
asamasinl kisitlamaktadir. On islemler bu kisitlar1 azaltmak veya tamamen
ortadan kaldirmak ve bununla birlikte biyogaz veriminin arttirilmasiyla
uygulanmaktadir. On islemler, termal, kimyasal veya biyolojik yontemlerin biri
veya birkag¢1 ayni anda kullanilarak yapilabilmektedir (Cilingir, 2018). On islem
metotlar;, kompleks yapili organik molekiilleri basit yapili molekiillere
indirgeyerek organik atiklarin mikrobiyolojik yollarla daha kolay katabolize
edilebilmesine yardimci olmasinin yani sira biyogaz tiretim verimini artirmakta,
metan gazi Uretim oranini yiikseltmekte ve bekleme siiresini azaltmaktadir

(Yadvika vd., 2004, Bougrier vd., 2005).

Mekanik 6n islem yardimiyla, materyalin partikil boyutu kugtltiilerek, organik
maddelerin mikroorganizmalara temas yiizeyi artirilmis olmakta ve hidroliz
asamasi nispeten kisalmaktadir (Cilingir, 2018). Is1 ile 6n islem ve kimyasal 6n
islem yardimiyla, materyalin biyobozunurlugu artmaktadir. Is1 ve kimyasal
madde kullanimiyla, materyalin hiicre duvar1 par¢alanmakta, seliilozik yapisi
bozulmakta, lignin baglar1 zayiflatilmakta ve bu nedenle biyobozunurluk

artmaktadir (Lasekan vd., 2012).

1.2.1. Fiziksel 6n islemler

Fiziksel 6n islemler yardimiyla, hidroliz basamaginin etkinligi artmakta ve
stiresi kisaltilabilmektedir. Bu islem ile substratin anaerobik kosullarda
mikroorganizmalarca par¢alanmasi daha kolay olmaktadir. Mekanik, termal ve
ultrasonik olmak tizere tg¢ tir fiziksel 6n aritim ¢esidi mevcuttur (Cilingir,

2018).

1.2.2. Mekanik 6n islemler

Pargaciklarin boyutu kigiltilerek yapilan bu islem ile organik madde miktari
yuksek atiklarin icerdigi selilozun kristal yapis1 bozulmakta ve
mikroorganizmalara temas eden yiizey alani artmaktadir. Boylece,

mikroorganizmalarin daha kolay kullanabilecegi yapida organik maddeler elde
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edilmektedir (Cilingir, 2018). Yapilan bazi ¢alismalar, hidrolik bekletme siiresi
kisa tutuldugunda bile atiga uygulanan mekanik 6nislemin metan Uretimini
arttirdigini gostermistir (Cantrell vd., 2008). Yemek atiklar tizerinde yapilan bir
calismaya gore mekanik olarak partikiil madde boyutunun kiigtltiilmesi ile,
kimyasal oksijen ihtiyaci’'nda (KOI) %40 artis saglanirken bu kiiciiltme islemi
yardimiyla biyogaz iliretim veriminde %28 artis elde edilmistir (Kendir ve
Ugurlu, 2018).Evsel aritma ¢amuru kullanilarak yapilan bir g¢alismada, bu
malzemenin biyolojik olarak bozunabilirligini arttirmak i¢in sivi-kati faz ayirma
islemi uygulanmis ve bu 6n islem yardimiyla %15-26 daha fazla biyogaz tretimi
saglanmistir (Luo vd. 2010). On islemler icerisinde, mekanik 6n islemler etkili
ve kolay uygulanabilir bir yontem olarak dikkate alinmaktadir. Ancak biyiik
Olcekli uygulamalarda yiiksek maliyet gerektirmesi, yontemin dezavantajidir

(Cilingir, 2018).

1.2.3. Termal 6n islemler

Bu yontem en ¢ok uygulama alanina sahip olan ve en basarili 6n islemdir. Bu 6n
islemin uygulanmasi sirasinda substrata uygulanan 1sil enerjinin etkisiyle,
substrat icerigindeki protein, karbonhidrat gibi makro molekiillerin
parcalanmas1 saglanmaktadir ve kolay ¢ozlnebilir formlar olusmaktadir
(Bozkurt, 2012). Yapilan bir ¢alismada, 70-121°C termal 6n islemde biyogaz
tretiminin %20-30 arttigy, sicakligin 160-180°C’ye c¢ikarildiginda ise %40-100
arttign  gosterilmistir.  Ancak sicaklik  200°C'nin  ustiine ¢iktiginda,
mikroorganizmalarin DNA ve RNA’larinda hidroliz meydana gelmekte ve
mikroorganizmalarin bu hidrolizi sonucunda aciga yiiksek konsantrasyonlarda
azot ve fosfor, anaerobik clriitme iizerinde inhibisyona neden olmaktadir
(Salminen ve Rintala, 2010). Benzer sekilde sicaklik 180°C'nin istiine
cikarildiginda, yag ve proteinlerin molekiil yapisindaki degisimden dolay:
biyogaz verimi diismektedir (Liu vd., 2012). Bu nedenlerle uygulanacak termal
on islemler, enerji ihtiyac1 6ncelikli olmak tizere, optimum sicaklik, uygulama

sliresi ve substrat yapisina bagl olarak belirlenmektedir.



1.2.4. Mikrodalga ile 6n islemler

Suyun dogal dipolar yapisinin yiiksek dielektrik kaybi olusturmasina sebep
olmas1 nedeniyle mikrodalga ile 1sitma yontemi, atiklarin aritiminda 6n islem
olarak son zamanlarda oldukga fazla kullanilmaktadir. Ozellikle atiksu camurlari
ve hayvan giibreleri gibi su icerigi yliksek olan atiklarin bertarafi i¢in kullanish
bir yontemdir. Yapilan bazi c¢alismalara gore mikrodalga irradyasyonunun,
selilozun yapisin1 degistirebilecegini, atiklarda enzimsel duyarhiligin
arttirabildigini, lignini ve hemiselilozun bozunmasini hizlandirdigini
gostermektedir (Kendir ve Ugurlu, 2018). Mikrodalga on islemi ile bilesiklerin
hidrojen baglarinin kirilarak pargalandigl diisiiniilmektedir (Gelegenis vd.,
2007). Bu nedenle, konvansiyonel yontemlere gore avantajli hale getirmektedir.
Aym1 zamanda, c¢ikistaki kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI.) ve c¢oziinmiis
mikrobiyal triinler (SMP) arttirmasi sebebiyle son zamanlarda uygulamalari

artmistir (Gelegenis vd., 2007).

1.2.5. Kimyasal 6n islemler

Kimyasal on islemler, organik maddelerin mikroorganizmalar tarafindan
kullanimini kolaylastirmak ve biyogaz liretim verimini artmak amaciyla, asitler,
bazlar ya da oksidanlar tarafindan parcalanmasini saglamak i¢in yapilmaktadir.
Alkali-asidik 6n islemler, ozon veya farkl ¢oziictiler kullanarak yapilan kimyasal
on islemler olmak lizere cesitli kimyasal 6n islemler mevcuttur. Anaerobik
curiitmede, alkalinitenin arttirilmasiyla pH ayarlamasi yapilan islemler daha ¢ok

tercih edilmektedir (Ward, vd., 2008).

Genel olarak, soda veya sodyum hidroksit kullanilarak uygulanan alkali 6n
islemler ozellikle lignoseliilozik biyokiitle, yaglar, hidrokarbonlar ve proteinler
gibi biiyik yapili molekiillerin daha ¢o6zlnebilir haldeki formlarina
dontstirilmesini saglamaktadir. Bu 6n islemde, 6zellikle pH 10’dan biyiik
oldugunda mikroorganizma popiilasyonunda azalmalar ve KOi/de artis
meydana gelmekte bu nedenle de anaerobik prosesin etkinligini arttirmaktadir.
Yapilan bir ¢alismada, kimyasal 6n islem icin aktif camura sodyum hidroksit

katilmis ve bu 6n islem sonras1 KOI ve organik madde (OM) miktarlarinda
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azalmalar goriiliirken, biyogaz lretiminde artislar gézlenmistir (Motasem ve

Afzai, 2013).

1.2.6. Biyolojik on islemler

Biyogaz proseslerinde, prosesin islevini siirdiirdiirebilmesi icin birden fazla
mikroorganizma gorev almaktadir (Deublein vd., 2008). Bu mikroorganizmalar,
Hidroliz, Asidogenez, Asetogenez ve Metanojenez basamaklarindan birinde veya
birkacinda (Cizelge 1.2) gorev alarak prosesin sonucunda, CHs, CO2, H2S ve H:

gazlarin miktarlarini buyiik 6l¢tiide etkilemektedir.

Cizelge 1.2. Biyokiitlenin parcalanmasinda anaerobik ortamda gorev alan
mikroorganizmalar (Deublein vd., 2008)

Gorevi Gorevli Bakteriler
Proteinleri, amino asit ve sekerlere | Clostridium, Proteus vulgaris, Bacteriodes,
donlistiirme Peptococcus, Bacillus, Vibrio,
Karbonhidratlar1 basit sekerlere | Clostridium, Bacteriodes, Staphylococcus,
doniistiirme Acetovibrio cellulities

Yaglar, yag asitleri, amino asitler ve
alkollere doniistiirme

Clostridium, Staphylococcus, Micrococcus

Amino asit ve sekerleri, yag asitleri,
ve alkollere doniistiirme

Zymomonas mobilis

Amino asitleri dogrudan asetata
donlistiirme

Lactobacillus, Escherichia, Staphylococcus,
Micrococcus, Bacillus, Pseudomonas,
Desulfovibrio, Selenomonas, Sarcina,
Streptococcus, Desulfobacter, Desulfuromonas

Amino asitleri ara {rlnlere | Clostridium, Streptococcus, Eubacterium
doniistiirme

Yag asitleri ve alkolleri ara tiriinlere | Clostridium, Syntrophomonas wolfei
doniistiirme

Ara iriinleri asetat ve Hy'e | Syntrophomonas wolfei, Syntropnobacter
donlistiirme wolinii

Asetati Hy'e doniistiirme

Clostridium aceticum

Asetati metana dontiistiirme

Methanothrix, Methanosarcina,
Methanosprillum

H'i CHs'a doniistiirme

Methanobacterium, Methanobrevibacterium,
Methanoplanus

Diger on islemlerle karsilastirildiginda, daha diisiik biyogaz verim artis1 elde
edilen bu 6n islemde amag, substratlarin kullanilan mikroorganizmalar
tarafindan daha kolay bozunabilir organik maddelere donlismesini saglamaktir.

Mikroorganizmalar tek olarak veya beraber kullanmilarak 6n islem
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gerceklestirilebilmektedir. Bu 6n islem, diistiik enerji gereksinimi ve kimyasal
ihtiyacinin olmayis1 nedeniyle diger on islemlere gore daha avantajhdir
(Cilingir, 2018). Biyolojik 6n aritimda substratin ¢esidine bagh olmakla beraber,
kullanilan seliilaz, proteaz, lipaz, pektinaz, noétraz ve ksilenaz yardimiyla
substratin hidrolizi olarak tanimlanmaktadir. On aritimda kullanilan enzimlerin,
diger on aritim yontemleriyle kiyaslandiginda diisiik enerji gereksinimi, bu
enzimlerin yiiksek seciciligi, inhibitor 6zelliklerinin olusmamasi nedeniyle bazi
avantajlar1 vardir. Enzimler, daha genis sicaklik ve pH araliginda g¢alisabilme,
yliksek aktiveye sahip olma ve tekrardan kullanilabilme 6zelliklerinden dolay:
maliyeti diger yontemlerden daha azdir (Kendir ve Ugurlu, 2018). Uriin
seciciligi bakimindan oldukc¢a spesifik, toksisistesi olmayan ve reaksiyon
kosullarin1 dengede tutan enzimler, bu avantajlar1 nedeniyle endiistriyel bazh
tretimler icin 6nem arz eden biyokatalizorleridir (Bommarius ve Paye, 2013;
Chapman vd, 2018). Mikrobiyal enzim tliretim ¢alismalari, bitki ve hayvanlardan
elde edilen enzimlerin ihtiya¢ duyulan miktar1 karsilayamamasi ve izolasyon ve
saflastirilma islemlerindeki zorluklar nedeniyle giderek artmaktadir (Rao vd.,
1998). Bitki ve hayvan kaynakli enzimlerin standardizasyonundaki problemler
ve donemsel kisitlamalarin olmasi nedeniyle endistride kullanimi
aksatmayacak  yeni enzim kaynaklari bulunmaya calisilmistur.
Mikroorganizmalarin kisa siirelerde tretilebilmeleri, genetik mutasyonlara hizli
cevap vermeleri nedeniyle bu canlilar en olasi enzim kaynaklari olarak
degerlendirilmislerdir (Kubicek ve Druzhinina, 2005). Kullanilan mikrobiyal
enzimlerin %45,5’ini karbonhidrazlar, %27’sini proteazlar, kalan kismini ise

amilaz, lipaz gibi enzimler olusturmaktadir (Baweja vd., 2016).

On islemler incelendiginde, kullanilmak istenen ydntemin etki diizeyinin yan
sira, yontem maliyetlerinin de etkili oldugu soylenebilir. Cizelge 1.3
incelendiginde en o6nemli kisitin yontemlerin kullanilmasindaki maliyetler
oldugu goriilmektedir. Siirdiiriilebilirlik agisindan incelendiginde; (1) Kimyasal
Oon islemler icin gerekli kimyasal maddelerin temini, geri kazanilmasi ve
malzeme devamliliginin islemleri disa bagimli hale getirmesi, (2) Isil 6n
islemlerde istenilen sicakligin saglanabilmesi i¢in gerekli enerji ihtiyacinin

fazlaligy, (3) Fiziksel islemlerde kullanilan ekipmanin ilk yatirim maliyetleri,
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tamir-bakim-onarim  maliyetleri

dezavantajlar1 bulunmaktadir.

ve

eneryi

ihtiyacinin

fazlahg gibi

Cizelge 1.3. Biyogaz tiretimde kullanilan gtincel 6n islemler (Senol vd., 2020)

On islem On Islem Etkisi On islem Ekonomik Kaynak
Tiiru Fonksiyonu Degerlendirme
Fiziksel On |Ultra ses dalgasi Gozenek Yiiksek enerji Taherzadeh vd.,
islemler kullanimi ve 6glitme sayisinin artisi, |maliyeti 2008; Bochmann
kristal vd., 2013;
derecesinin Onyeche vd,,
azalmasi 2002.
Isil On 0-180°C’ye maruz Seliilozun Yiiksek enerji Hendriks vd.,
islemler birakma pargalanmasi, maliyeti 2009; Johnson ve
hemiseliiloz ve Elander, 2009.
ligninin yiiksek
giderimi
Asit On Asitlere maruz birakma |Hemiseltiloz Asidin geri Johnson ve
islemler (sulfiirik asit, fosforik  |hidrolizini saglar |kazanimi veya Elander, 2009;
asit, nitrik asit, HCI, pH’nin sonradan |Tiiziin, 1999.
karbonik asit vb.) ayarlanmasi
zordur.
Alkali On Sodyum hidroksit, Polimerizasyon |Baz ¢ozeltilerin |Bochmann vd,
islemler potasyum hidroksit, asamasl ve yuksek maliyeti [2013;Johnson ve
amonyak ve Kireg kristalizasyon vardir. Elander, 2009;
cozeltileri maruz azaltir, lignin
birakma. hidrolizi saglanir
Coziicii Organik c¢ozlciilere Ligninin Yiiksek ¢oziicii ve (Johnson ve
(Solvent) On |(Metanol, etanol, hidrolizini saglar. |¢6ziiciiniin Elander, 2009;
islemler aseton, etilen glikol, yeniden Tuzin, 1999.
hidrofurfuril alkoller kazanilma
vb.) maruz birakma isleminin maliyeti

Biyolojik 6n islemin dezavantaji olan “daha diisiik biyogaz verimi” kismi,
kullanilan mikroorganizma ¢esidi ve mikroorganizma miktar1 ayarlanarak ve
hatta son zamanda basariyla sonuc¢lanan ¢alismalarda gorildugi gibi rastgele
mutasyon islemine tabi tutulmus mikroorganizmalar tarafindan tiretilen enzim
miktarlarini artirarak ortadan kaldirnlabilir. Boylelikle hem daha diisiik
maliyetlerle ve cevreye daha az zarar vererek, hem de disa bagimlilig1 azaltarak,
Cizelge 1.1'de verilen ekonomik enerji esdegeri ve teorik enerji esdegeri
arasindaki fark kapatilabilir. Buna bagl olarak biyokiitle enerjisinin toplam

elektrik tiretimi igerisindeki pay1 artirilabilir.
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1.3. Enzimler

Biyobozunur atiklarin artan miktarlar1 ve bu organik maddelerin igerisinde
kolay ayrisamayan maddelerin bulunmasi nedeniyle biyogaz proseslerinin
stirelerinin kisaltilabilirligi tizerine bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Bu ¢alismalar,
substrat lzerinde yapilanlar, mikroorganizmalar ve bu canlilarin trettigi

enzimler lizerinde yapilan ¢alismalar olarak yogunlasmistir.

Biiyiik biyomolekiil olan enzimler, gesitli kimyasal dontiisiimler i¢in gereklidir
(Smith vd, 1997). Enzimler belirli reaksiyonlar1 hizlandirip, aktivasyon
enerjisini gecici siireyle diisiiren spesifik biyomolekillerdir (Singh vd, 2016).
Hiicrede kimyasal reaksiyonlarin neredeyse tiimii enzimlere ihtiya¢ duyar
(Safak, 2019). Mikrobiyal enzimler, enzim teknolojisinin hizla gelismesiyle

dikkatleri tizerinde toplamaktadir (Gurung vd, 2013).

Endistriyel enzimlerin liretim ¢alismalarinin amaci, endtstriyel siire¢ icin yeni
ve kolay iiretilebilen enzimler elde etmektir. Ornegin; Ozgiin yasam
kosullarindan izole edilen haloarkealardan elde edilen enzimler, 50-90°C
araliginda yiiksek sicaklik, ytiksek tuzluluk ve farkli pH'lar gibi zorlu kosullar
altinda aktivite gosterebilmektedirler (Safak, 2019).

1.3.1. Endiistriyel enzimler

Uriin seciciligi bakimindan oldukea spesifik, toksisistesi olmayan ve reaksiyon
kosullarini dengede tutan enzimler, bu avantajlar1 nedeniyle endiistriyel bazh
uretimler icin onem arz eden ve oOzellikle farmasotik, gida, ve icecek
endiistrilerinde kullanilan biyokatalizérleridir (Bommarius ve Paye, 2013;

Chapman vd, 2018).

Tiliketimin artmasi, maliyet azaltma istegi ve dogal kaynaklarin giin gectikce
tiikenmesi nedenleriyle endiistriyel kullanimlarda mikrobiyal enzimler tercih
edilmektedir (Choi vd, 2015). Kolay bulunabilmeleri ve hizli biiylime

yetenekleri ve agir kimyasallarin ve bilesiklerin sentezi i¢in "temiz" ¢oziimler
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sunmalar1 nedeniyle mikroorganizmalar, endiistriyel enzimlerin iretimi icin
kullanilan baslica kaynaklardandir (Illanes vd, 2012). Cevreye verilen zararin az
olmasi, yiksek verimlerde ve kalitede tiretim gerceklestirilebilmesi nedeniyle
mikrobiyal enzim uygulamalari, geleneksel yontemlere gore hizla artmaktadir

(Singh vd, 2016).

Glnlimiizde, gida, yem, deterjan, deri tabaklama, tekstil, ila¢, kozmetik ve ince
kimyasal sanayide kullanilan yiizlerce endiistriyel {Uriiniin tretiminde
enzimlerden yararlanilmaktadir. Amaca bagli olarak; endiistriyel enzimler,

(i) Teknik enzimler,

(ii) Gida enzimleri,

(iii) Yem enzimleri olarak ti¢ sinifa ayrilmaktadir (Kumar vd., 2014).

Uretilen endiistriyel enzimlerin; %27’si gida ve alkollii icecek sanayisinde,
%181 deterjan sanayisinde, %17’si biyoteknolojik tirtinlerde, %8’'i biyoyakit

tretiminde, %8’i hayvan yemi sanayisinde kullanilmaktadir (Kumar vd., 2014).

Bitkisel, hayvansal veya mikrobiyolojik yollarla iiretilebilen enzimler gida
endiistrisinde, gida kalitesini arttirmak ve c¢esitlilik olusturmak igin

kullanilmaktadir (Shinde ve Yadav, 2014).

1.3.2. Mikrobiyal enzimler

Mikrobiyal enzim tretim c¢alismalari, bitki ve hayvanlardan elde edilen
enzimlerin ihtiya¢ duyulan miktar1 karsilayamamasi ve izolasyon ve
saflastirilma islemlerindeki zorluklar nedeniyle giderek artmaktadir (Rao vd.,

1998).

Hayvansal ve bitkisel enzimlerin ¢ogunlukla bir organ veya dokuda bulunmasi
nedeniyle, bitki ve hayvanin geri kalan dokulari enzim tretimi acgisindan
degersiz son lrilinler olarak smiflandirilmaktadir. Bitki ve hayvan kaynakli
enzimlerin standardizasyonundaki problemler ve donemsel kisitlamalarin

olmasi nedeniyle endistride kullanimi aksatmayacak yeni enzim kaynaklari
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bulunmaya c¢alisilmistir. Mikroorganizmalarin kisa stirelerde tretilebilmelersi,
genetik mutasyonlara hizli cevap vermeleri nedeniyle bu canlilar en olas1 enzim

kaynaklari olarak degerlendirilmislerdir (Kubicek, 2005).

Enzimler endiistriyel kullanimlarda yayginlasmasina paralel olarak, tretimi
zorlastiran bazi parametreler mevcuttur. Bu zorluklar, kararhilik, katalitik
etkinlik ve 6zgullik gibi baz1 faktorleri icinde barindirir. Ancak bu zorluklarin
asilmasi icin son zamanlarda, enzimlerin dogal kaynaklardan saglanmasi,
rastgele mutasyonlar, immobilizasyon gibi c¢esitli yaklasimlar tizerinde

calismalar yapilmaktadir (Elleuche vd., 2014).

Rastgele mutasyonlar, deneysel calismalarla olabilecegi gibi
mikroorganizmalarin olumsuz c¢evre kosullarina maruz kalmasiyla da
olabilmektedir. ~Mikroorganizmalar buyimeyi kisitlayict bir ortamda
karsilastiginda (6rnegin aglik sirasinda), sabit faz mutasyonu olarak bilinen bir
islemle ortama uyum saglamis mutantlar poptlasyonun ¢ogunu olusturarak bir

sure sonra bu popiilasyonu ele gecirirler (Kivisaar, 2003).

Hiicre popiilasyonlar1 dliimciil olmayan olumsuz kosullara tabi tutuldugunda
"adaptif mutasyon" ortaya c¢ikar (Bhattacharjee ve Mahajan, 1998). Adaptif
mutasyon lizerine yapilan on yillik arastirma, olumsuz kosullar altinda
mutasyon oranlarin1 artirabilecek mekanizmalarin  oldugunu ortaya
koymaktadir (Foster, 2000). Ornegin, Laktozu metabolize edemeyen, ancak
laktoz tek enerjisi ve karbon kaynagi oldugunda laktoz kullanimina dénen bir
Escherichia coli susunun bu durumu saglayabilmesi i¢in adaptif mutasyon

gecirmesi gerekmektedir (Bhattacharjee ve Mahajan, 1998).

1.4. Mutasyonlar

Olusan degisikligin konumu ve degisim biiytlikliigiine géore mutasyonlar; “nokta
mutasyonlar” ve “kalip degistirme mutasyonlar1” olarak siniflandirilir. Nokta
mutasyonlar, molekiiler agirlikta herhangi bir degisim olmadan genellikle baz

degisimleri gosterir (Dahle vd., 1994; Fenner vd., 1987; Gilinalp vd., 1986).
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Nokta mutasyonlar sonucunda, yapisal ve fonksiyonel olarak onemli
degisimlere neden olmamaktadir. Nokta mutasyonlara gore daha genis capl
olan kalip degistirme mutasyonlari, baz dizinine bir veya bir ka¢ bazin girmesi
veya ¢ikmasi sonucu meydana gelmektedir (Dahle vd., 1994; Ersoy ve Baysu,
1986). Bu nedenle, mutasyon noktasini takip eden bolgede baz dizilimi degisir
ve boylece proteinin yapisi veya fonksiyonu degismis olur. Bu tir
mutasyonlarda normalden daha kisa zincire sahip anormal protein sentezi
gerceklesir (Krauzer, 1988). Mutasyona neden olan ve popiilasyonda mutasyon
oranini artiran etkenler mutajen olarak tanimlanir (Glinalp vd., 1986). Hasarin

oldugu yere gére mutasyonlarin da etki degeri degismektedir.

1.4.1. Kimyasal mutajenler

Kimyasal ajanlar etki sekillerine gore;

- DNA molekiilleri lizerinde yer alan purin (adenin ve guanin) ve pirimidin
(sitozin ve timin/urasil) bir veya bir kaginin kimyasal yapisini degistiren
nitroz asit ve alkilleyici ajanlar (EMS, EES, DES, MNNG).

- Niikleik asitin replikasyonu esnasinda yeni sentezlenen zincire yerleserek
yanlis baz eslesmelerine neden olanlar.

- Cerceve kaymasi1 mutasyonlarina neden olan nitrojen mustard derivasyonlar

olmak tzere tli¢ grupta siniflandirilmaktadir. (Hopwood,1970).

1.4.2. Nitroz asit (HNO2)

Nitroz asit, 6ncelikle amino gruplar1 oksidatif deaminasyon yolu ile enol ve keto
gruplarina dontistiirerek bu yolla; sitozin, adenin ve guanin sirasiyla urasil,
hipoksantin ve ksantine donistiiriilir. Sonug olarak urasil adenin ile baz ¢ifti
yaparak GC —AT transisyonu, hipoksantin sitozinle baz ¢ifti yaparak AT — GC
transisyonu, ksantinde adenin ile baz ¢ifti yaparak AT— GC transisyonu (Sekil

1.4) olusur (Hopwood, 1970).
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Sekil 1.4. Nitroz asit mutagenesizinin mekanizmasi
1.4.3. Etil metasiilfat (EMS)

EMS (CH3SO3C:Hs), mutajenik teratojenik ve biiylik ihtimalle kanserojen
organik bir bilesiktir. Bu nitikleotid, 6zellikle guanin alkilasyonuyla (organik
bilesikte bir hidrojen atomunun yerine girme), genetik materyalde rastgele
mutasyonlara neden olur. Genellikle tek nokta mutasyonlarini tiretir. Bu bilesik,
5x10-4 ila 5x10-2 derisimlerde mutasyonlara neden olabilmektedir (Hopwood,

1970).

EMS’de bulunan etil grubu, DNA'daki guanin ile reaksiyona girerek, anormal O-
6-etilguanin olusmasina neden olur. DNA replikasyonu sirasinda genellikle O-6-
etilguanin karsisinda sitozinin yerine, timin yerlesir. Bu replikasyonun
cogalmasiyla, orijinal G:C baz ciftinin yerine, bir A:T cifti gelebilmektedir. Bu
durum, genetik bilgisinin degisimine neden olmakta ve hiicrelere zarar
vermektedir. EMS bilesigi genetik c¢alismalarda mutajen olarak kullanilir

(Hopwood, 1970).

1.4.4. N-metil-N'-nitrosoguanidin (MNNG)

MNNG ¢ok etkili bir mutajendir. Bu mutagenin  kullanildig:
mikroorganizmalarda 6ldiirme etkisi ve ayn1 zamanda canli kalan hiicrelerdeki
mutasyon ihtimali ¢ok yiliksektir. Salmonella typhimurium (Eisenstark vd.,

1965), Saccharomyces pombe (Megent, 1965) ve Streptomyces coelicoler'de
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(Hopwood, 1970) MNNG ile yapilan calismalar canli kalan hiicrelerden %38-
10'nun okzotrof (besin molekiillerinin sentezi engellenen) oldugunu

gostermistir.

Kullanimi sirasinda ¢ok fazla dikkat gerektirmesi, istenen mutasyon etkilerinin
meydana gelmesi ile mutantlarin analizini giiclestirmesi gibi nedenler bu
kimyasalin dezavantajlarindandir. Ortalama kullanim miktar1 E.coli igin 0,1-1

mg/ml’dir.

E.coli uzerinde yapilan baz1 c¢alismalarda MNNG kullanilarak elde edilen
mutasyonlarin %30’unun, EMS kullanilarak elde edilen mutantlarin %70’inin
replikasyon sirasinda, baz eslesmelerinin degismesiyle meydana geldigi, geriye
kalan mutasyonlarin ise eksik tamir mekanizmalarindan dolay1 oldugu tespit

edilmistir (Hopwood, 1970).

a) Baz analoglar:

Baz analoglari, DNA bazlarina benzer molekiiller oldugundan DNA sentezi
esnasinda DNA yapisina girebilirler. 5-brom urasil (5-B-U) bir kimyasal olup

Baz analoglarina 6rnek olarak gosterilebilir.

5-B-U, timin yerine DNA’ya girerdiginde ve tautomerik bir kayma olursa, 5-B-U,
guanin ile eslesir. Replikasyondan sonra A=T yerine G=C seklinde bir transisyon

(degisim) meydana gelir. (Klug ve Cummings 2002, Maki, 2002).

b) DNA tabanlarini degistiren ajanlar:

Bu ajanlar, cogalma asamasinda olmayan genomlara etki etmektedir. Bunlardan
nitroz asiti, bazlar1 deamine (molekiilden bir amin grubunun g¢ikarilmasi)
etmekte ve boylelikle hidroksilamin, sitozin ile reaksiyona girip

hidroksilaminositozin olusturmaktadir (Ersoy ve Baysu, 1986).
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c) Alkilleyici ajanlar:

Nitrosoguanidin (MNNG), etilmetan siilfonat (EMS) ve nitrojen mustard (NM)
gibi bilesikler bu grupta yer almaktadir. Bunlar bazlardaki azot molektiltine bir
alkil grubu ekleyerek reaksiyon gosterirler (Arda, 1985; Giinalp vd., 1986; Flint
vd., 2000)

d) interkelasyon yapan ajanlar:

Akridin boyalari (akriflavin, proflavin, acridin orange) bu grupta yer almaktadir.
Bu ajanlar 6zellikle dsDNA tizerine etkilidir. Bunlar, ¢ogalma asamasindaki DNA
molekiillerinin tek iplikcik oldugu durumda baz dizinlerin arasina girerler

(Akman, 1983; Giinalp vd., 1986).

1.4.5. Fiziksel mutajenler

a) Sicaklik ve pH: Bu etkenler depurinasyona (purin bazlarinin giderilmesi)

neden olurlar (Yesilbag, 2002).

b) Isinlar: Iyonize 1sinlar (x ve gama) DNA molekiilinde delesyon
(kromozomun bir parcasinin kopup, kaybolmasi) veya inzersiyonlara (DNA
dizisine bir veya daha ¢ok baz ciftinin eklenmesi) neden olurken non-iyonize
1sinlar (ultraviyole) DNA molekiiliinde yan yana bulunan pirimidin bazlari
arasinda dimerlesmelere (ayni iki molekiliin birleserek yeni bir molekiil

olusturmasi) yol agmaktadir (Gtinalp vd., 1986; Ersoy ve Baysu, 1986).

1.4.6. Mutasyon mekanizmalari

Mutasyonlar; baz yer degisimleri, dizine bir veya birka¢ baz ciftinin girmesi veya
cikmasi, bazlar arasinda baglarin olusmasi ve intramolekiiler baglarin kopmasi

seklinde ortaya ¢ikar (Yesilbag, 2002).
a) Bir baz ciftinin yerini baska bir baz ciftinin almasi:

Bu tip degisiklikler nokta mutasyonlari olusturur. Meydana gelecek baz degisimi
sadece bir kodonu ve dolayisiyla sadece bir amino asiti etkilemektedir (Sekil

1.5). Bir baz dizini tarafindan kodlanan polipeptid zincir yiizlerce amino asit
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icerdiginden, bu tip bir degisiklik (sadece bir amino asitin degisimi) ilgili
proteinde 6nemli bir fonksiyonel bozukluga yol agmaz (Bilgehan, 1987). Purin
bazlar (A ve G) veya pirimidin (C ve T) bazlar1 arasinda meydana gelen yer
degisimleri transisyonel mutasyon, purin ve pirimidin bazlarinin karsilikli yer

degistirmesi transversiyonel mutasyon olarak tanimlanir (Yesilbag, 2002).

DNA *

Tabanlan—— GAC —— CGT TCG CTT—
mRNA —— CUG — |GCA AGC GAA—
tabanlari ‘

)

Amino asit
zincir @ Glu

Sekil 1.5. Baz degisim mekanizmasi (Yesilbag, 2002.)

b) Baz dizinine bir veya birka¢ baz ciftinin girmesi (inzersiyon) veya

c¢ikmasi (delesyon):

Genomdaki dizilime bir baz ¢iftinin girmesi ile olusan degisim Sekil 1.6’da
gosterilmistir. Tek bazin inzersiyonu (DNA dizisine bir veya daha ¢ok baz
ciftinin eklenmesi) takip eden tiim dizilimi bozdugundan, sentezlenecek amino
asitlerin degisimine neden olacaktir. Buna baglh olarak ilgili proteinin
fonksiyonlar1 degisecek ya da tamamen kaybolacaktir (Skraban vd. 1999;
Inman vd., 2002). Ayni mekanizma baz delesyonlar1 (kromozomun bir
pargasinin kopup kaybolmasi) i¢in de s6z konusudur. Genomdan birden fazla
bazin ve bir genin ¢ikmasi da s6z konusu olabilir. Bu tip degisimlerin geri

dontisimii oldukga zordur (Yesilbag, 2002).
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DNA *

Tabanlari—— GAC — ACA—— TTC —— GCT—T..

o — oo — [} [ —[EHE
tabanlari - W
Amino asit

=@ O

* Degisime ugrayan baz, kodon veya aminoasitler kalin
karakterle gosterilmistir

Sekil 1.6. Baz inzersiyonuyla olusan degisim (Yesilbag, 2002.)

c) Bazlar arasinda baglarin olusmasi (dimerizasyon):

Dimerizasyon icin baslica etken UV isinlaridir. Burada, pirimidin bazlarn
arasinda kovalent bag olusumuna dayanan bu mekanizma s6z konusudur. Bu
durum nedeniyle (Dimerizasyon) DNA zincirinde yer alan pirimidin bazlarinin
arasindaki mesafe kisalir ve bu bolgeler transkripsiyon sirasinda atlanir (Arda,

1983).
1.5. Biyogaz Prosesine Etki Eden Faktorler

Koklu bir teknoloji olarak gosterilen ve farkli organik maddelerin kullanildig:
anaerobik aritmanin (Péschl vd., 2010), istenilen ¢alisma verimine ulasmasi ve
bu verimin siuirekliligi icin; pH, sicaklik, Toplam Organik Karbon (TOK), ucucu
organik madde (OM), kat1i madde alikonma siiresi (SRT), organik yiikleme hizi
(OLR), Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 (KOI), alkalinite, ugucu yag asitleri (UYA veya
VFA), VFA/alkalinite gibi parametrelerin kontrol altinda tutulmasi
gerekmektedir. Bu parametrelerin (Cizelge 1.4) kontrol altinda tutumasi ile elde
edilen yiiksek verimlerin sabit kalmasi saglanabilmektedir (Koyuncu ve Nas,

2022).
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Cizelge 1.4. Anaerobik proseslerde optimum kosullar (Oztiirk, 1999)

Parametre Optimum Sartlar

Atik Bilesimi Karbon elementi, Azot-Fosfor ve iz elementler
acisindan uygun oranli olmal;, 0z, NO3z,, H202, SO42
gibi oksitleyici maddeler icermemeli

KOi/N/P 300/5/1

pH 6,5-8,2

Sicakhik 25-40 (35-37)°C ~ 50-60 (55)°C

Alkalinite 1000-4000 (2000) mg/L CaCO3

VFA <1000-1500 mg/L (asetik asit olarak)

VFA/Alkalinite <01

* Parantez icindeki sayilar optimum degerleri vermektedir.

1..5.1. Ugucu yag asitleri (VFA)

Ugucu yag asitleri (VFA) veya diger ismiyle kisa zincirli yag asitleri, alidan az
karbon atomuna sahip yag asitlerine verilen genel isimdir. Asetik ve propiyonik

asitler genellikle tretimi en ylksek orana sahip zayif organik asitlerdir

(Gidstedt, 2017). En yaygin VFA ve baz1 6zellikleri Cizelge 1.5'te verilmistir.

Cizelge 1.5. En yaygin VFA’lar ve 6zellikleri (Wainaina, 2020)

Mol Molekiil Formiilii Ayrisma | Kaynama
VFA Agirhk Sabiti Noktasi
(g/mol) (pKa) 9
Asetik Asit 60,05 | CH3COOH 4,76 117,9
Propiyonik Asit 74,08 | CH3CH,COOH 4,88 141,1
izobiitiirik Asit 88,11 (CH3).CHCOOH 4,84 154,4
Biitiirik Asit 88,11 | CH3CH,CH,COOH 4,82 163,7
[zovalerik Asit 102,13 | (CH3).CHCH,COOH 4,77 176,5
Valerik Asit 102,13 | CH3(CH2)3COOH 4,84 186,1

VFA, kimya endiistrisi de dahil olmak tizere c¢esitli alanlarda kullanilmaktadir.
Hidrojen, metan ve biyobiitanoller gibi biyoyakitlarin ¢cogunun iiretiminde ve
biyopolimer liretimlerinde ugucu yag asitlerinden yararlanilir (Strazzera vd,,

2018).

VFA’lar biyogaz proseslerinin verimini etkileyen énemli parametrelerdendir.
Biyogaz liretiminde, pH diisiisiine bagh karsilasilan inhibisyon sorunlar1 VFA
ylksekliginden dolay1 olabilmektedir (Wainaina vd., 2019). Bu nedenle VFA

kontrolii ile proses veriminin olumsuz etkilenmesi engellenebilir. VFA iiretimi
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hidroliz adiminda gergeklesir ve daha sonra anaerobik c¢lritme islemi son

asamaya kadar devam ederse metana donitsir (Bilgic, 2021).

VFA iireten mikroorganizmalar, asir1 alkali veya asidik kosullara dayanamazlar.
Bu nedenle anaerobik ciirtitme isleminde, pH o6lciimleri genel stire¢ hakkinda
nasil 6nemliyse, VFA 6l¢limleri de bir o kadar énemlidir (Hultman ve Alshwan,
2019; Lee vd., 2014). Optimum pH aralig1 VFA tretimi i¢in 5,25 ile 11 arasinda
belirtilebilir. Ancak bu degerler kullanilan atik tiirtine gore degisiklik gosterir.
Numunenin aritma ¢amuru olmasi durumunda pH aralig1 8 ila 11 arasinda
secilmelidir (Zhang vd., 2009; Lee vd., 2014). Buna ek olarak, mutfak atiklari icin
diger pH degerlerine kiyasla, pH 7’de elde edilen VFA iiretim verimleri en uygun
deger olarak bulunmustur (Lee vd., 2014; Zhang vd., 2005). Farkli pH degerleri,
tretilen VFA tirlerini degistirir (Lee vd., 2014). Ayni zamanda alkalinite
kosullari, metanojenesisi desteklemez ise lretilen ugucu yag asitleri ilerleyen
sathalarda tiiketilmemekte ve boylelikle biyogaz verimi diismektedir (Zhang vd.,

2009; Lee vd., 2014).

Biyogaz proseslerinde hidroliz ve asidojenez asamalarinda yapilan optimum pH
ayarl, VFA iretimini hizlandirir. Aynm1 zamanda metanojenik aktivitelerin
o6nlenmesinde pH'in ayarlanmasi da ¢ok 6énemlidir. Metanojenez basamaginda
gorev alan arkeler icin optimum pH 7,0 ila 8,2 pH arasinda olmalidir (Cheah vd.,

2019).

Biyogaz prosesleri mezofil sartlarda isletilecekse VFA 50-300 mg/L olmasi
prosesinin iyi isledigini gosterir (Metcalf ve Eddy, 2003). Anaerobik
cliriitiiciilerde 1.000-1.500 mg/l arasinda VFA beslemesi yapilabilir (Oztiirk,
2007). VFA konsantrasyonunun 2.200 mg/l oldugu sartlarda, organik ytikiin
azaltilmasi1 gerekmektedir (Schober vd., 1999). Asir1 ugucu yag iceren yiiksek
organik yiklerden meydana gelen VFA’lar, anaerobik sindirimi yogun bir

sekilde engellemektedir (Xu vd., 2014).

Beslenen malzemedeki VFA miktar;, malzeme ¢esidine gore degisiklik

gostermektedir. Biyogaz proseslerinde, metanojen basamaginda gorev alan
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bakteriler yardimiyla hidroliz asamasinda iretilen VFA'nin kullanilmasi
sonucunda proses ¢ikisinda clirufun VFA miktarinda azalmalar olmaktadir. Ayni
zamanda bekleme siiresinin artmasi ile VFA miktarindaki azalma artmaktadir

(Sosnowski vd., 2008).

1.5.2. Hidrolik bekleme siiresi (HRT)

Anaerobik reaksiyonlarda bekleme siiresinin artmasi ile biyokimyasal
reaksiyonlarin hizlarnn azalmaktadir. Anaerobik sistemlerin iceriginde bulunan
organik maddenin mikroorganizmalar tarafindan katabolize edilerek biyogaz
tretilmesi icin bekleme siiresi 6nemli bir etkendir. Bekleme siireleri, prosesin
isletilme sicaklhigina gore degisiklik gostermektedir. Bu streler termofilik ve
mezofilik sartlarda isletilen anaerobik ciirtticiiler i¢in sirasiyla 10-40 giin
arasinda degismektedir (Verma, 2002). Belirlenen bu siirelerde, anaerobik
reaktdor icindeki organik maddelerin %70-80’inin reaksiyona girerek
bozundugu kabul edilmektedir (Oztiirk, 2005). Siirekli karistirmal tank reaktor
(CSTR) c¢alismalarinda elde edilen birim organik madde basina metan
miktarlarinin, biyometan potansiyel (BMP) calismalarinda elde edilenden az
olmasinin sebebi, CSTR’daki organik maddelerin bekleme siiresinden 6nce
sistemi terk etmesidir. Ayn1 zamanda bozunmasi zor olan organik maddelerin

katabolize olmasi icin gerekli zaman bazen fazla olabilmektedir (Kasarci, 2012).

1.5.3. pH

Anaerobik proseslerde stabil tutulmasi gereken 6nemli bir parametre olan pH,
mikroorganizmalarin ¢ogalma hizin1 etkilemektedir (Yadvika vd. 2004).
Anaerobik proseslerde, gorev yapan her bir mikroorganizma grubunun kendi
optimum pH’sibulunmakla birlikte bu degerler 6-85 gibi dar aralikta
gerceklesir. Optimumu pH degerleri metanojen ve asetojenler icin 7,
asidojenlerin icin ise 6 civarindadir. Metanojenler pH degiskenine daha hizl
tepki vermekte ve asidik ortamlarda faaliyet gosterememektedir. Bu nedenle pH
6,6'nin altinda faaliyetleri ¢cok yavaslar (Demir, 2019; Tiirker, 2008). Bu nedenle
metanojenler icin pH degerinin 6,5-8,2 arasinda tutulmasi gerekmektedir

(Yadvika vd., 2004).
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Anaerobik proseslerde pH dengesinin bozulmasi ile VFA birikmesi goriilebilir.
Bu durum ise ortam pH's1 diisebilir (Demir, 2019; Tiirker, 2008). Baz1 organik
atiklarin alkalinite tretiminin fazla olmasi anaerobik sistemlerde VFA
birikmesini engelleyebilmektedir. Uretilen alkalinite, VFA iiretimini dengeler ve
pH dismesinin 6niine gecer (Turker, 2008). Diisiik pH degeri alkalinite ile
dengelenemezse anaerobik sistemde gaz Uretiminde yavaslama, iiretilen gaz
hacminde azalma ve gaz konpozisyonundaki yuzdesinde dususler
gorilmektedir. Bu durumun ontline gecilmesi icin anaerobik proseslerde

VFA/Alkalinite orani 0,1’'in altinda olmalidir (Demir, 2019).

1.5.4. Alkalinite

Alkalinite, biyolojik aktivitenin optimum diizeyde tutulmasi i¢in gerekli pH'nin
dengelenmesi i¢in 6nemli bir parametredir (Grady vd., 2011). Organik atiklarin
biinyesinde bulunan ve kolay bozunabilen maddelerin bozunmasi sonucunda,
ortamda VFA ve CO: konsantrasyonlar1 artar. Bu bozunma ortam pH’sini1 5’'in
altina kadar digiirir (Quasim ve Chiang, 1994). Alkalinite diisen pH'nin
tamponlanmasina ve biyolojik aktivitenin diizenlenmesine yardimci olur.
Alkalinite degerinin 1000-5000 mg CaCOs3/L oldugu ortamlarda biyolojik
aktivitenin devam edecegi bildirilmistir (Thcobanoglous vd., 1993).

Anaerobik sistemde beslenen malzemede alkalinite; 1.000-4.000 mg/L ve
sistem c¢ikisindaki ciirufta ise 2.500-4.000 mg/L olabilecegi belirtilmistir
(Oztirk vd., 2005). Anaerobik sistemdeki stabilitenin bozuldugu pH
diisiistinden 6nce biyogaz bilesimindeki CO2 miktarinin artisiyla ya da alkalinite

degerindeki diisme yardimiyla tespit edilebilir (Klein, 2002).

VFA/Alkalinite degerinin kontrolii anaerobik proseslerin isletilmesinde c¢ok
onemlidir. Bu oranin 0,1'den kiicik olmas1 prosesin iyi c¢alistigini
gostermektedir (Oztiirk, 2007). Metcalf ve Eddy (2003)’e gore ise bu oran <0,3
mg VFA / mg/L CaCO3 degerleri arasinda olmalidir.
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1.6. Metagenom analizi

Metagenomik yeni nesil dizileme, hem patojen hem de hasta genomlarinin
kapsamli analizi i¢in vazgegilmez bir aractir. Yeni nesil dizileme (mNGS),
mikrobiyal ve insan genetik materyallerini 6l¢gmek icin gelismis siralama

teknolojilerini uygulamaktadir (Han vd., 2019).

Bu yontemin bazi avantajlari;

e Bir ornekte, bakteri, viriis, mantar, parazitler ve patojenlerin tespitini
saglar (Chiu ve Miller, 2019).

e mNGS Kklinik alanlardaki mikrobiyomlar ek bilgiler saglayabilir. Bu
polimikrobiyal enfeksiyonlar i¢in kritiktir (Chiu ve Miller, 2019).

e Bu yontem, kiiltiir temelli kullanilarak tanimlama yéntemleri veya
geleneksel yontemlere gore genis ve kolay bir sekilde mikroorganizma
profillerini bulmaya yardimci olur (Duan, vd., 2021).

e mNGS, hastaligin izlenmesine izin verir tedaviyi degerlendirmenin yani
sira yoriinge enfeksiyon seyri iizerinde de etkin olarak kullanilabilir

(Qian vd., 2021)

1.7. Tim genom analizi

Yeni molekiler yontemlerden olan tiim genom analizi (WGS) yardimiyla,
fenotipik antibiyotik testleri yaninda son yillarda antibiyotik direnci ve farkl
genlerin karsilastirmali analizleri daha kolay yapilabilmektedir (Barilleau vd.,

2021; Lerminiaux vd., 2020).

Tim genom analizleri, taksonlar (cins, tir vb.) arasindaki iliskinin
belirlenmesine kullanilmakta ve bunlarin ayirt edilebilmesi amaciyla da veriler
saglamaktadir (Toru, 2022). Horizontal (yatay) gen transfer (HGT) bu paylasima
neden olan esas yoldur. Gram negatif bakterilerde genomik veya patojenite
adalarinin HGT ile aktarimi gerceklesebilir ve bu onlara yeni ekolojik islevler,
evrimsel sicramalarini1 saglayabilir. Hatta yeni konaklar kazanmasina yardim

edebilir (Lerminiaux vd., 2020).
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Patojenite adalarinin bakteri evrimini ve yeni konaklara adaptasyonunu en iyi
anlatabilecek model patojen Salmonella’lardir. Bu cinste toplam 24 patojenite
adasi tanimlanmistir. Ancak bu adalarin hepsinin viriilans faktorlerini tasidigi
deneysel olarak dogrulanmamistir (Hayward vd., 2014; Lerminiaux vd., 2020;
Urrutia vd., 2014). Salmonella tiirlerinin 2600’den fazla serotipi bulunmakta
olup, bulaglar1 baslica kontamine su ve gidalar araciligl ile fekal-oral yolla

olmaktadir (Bahramianfard vd., 2021; Barilleau vd., 2021).

Tiim genom analizi verileri kullanilarak yapilan sekans serotip analizleri, son
yillarda gelistirilmistir ve birbirlerine filogenetik agidan %95 ve iistliinde benzer
kokenlerde olduk¢a basarili oldugu antijenik serotipleme yerine genomik
verilerle altin standart olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Banerji vd., 2020;

ibrahim vd., 2018).
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2. KAYNAK OZETLERI

Biyolojik on islemler arasinda sistemlere mikroorganizma eklenerek yapilan
bircok c¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalarda sistem mekanizmasina etki eden
dogru mikroorganizmanin secilmesi ile islemler hizlanabilmektedir. Cizelge 2.1
incelendiginde, mikroorganizmalarin kullanildigi biyodizel tiretimi, Hidroliz,
Metanojenik Aktivitenin Artirllmasi, Sezyum tretkenligi artisi ile ilgili bir ¢ok
calismanin oldugu goriilmektedir. Cizelgede belirtilen ¢alismalarda, bakteri
ilavesiyle metan miktarinda biliyik artislar goézlenmistir. Metan miktar
artislarinin en dikkat cekenleri; Bacillus paralicheniformis ilavesi yapilan bir
calismada %53,6 (Kumar vd., 2021), karisik konsorsiyumda %5 etanol iceren
karisimda %67, %1 gliserol eklenen karisima gore %270 daha fazla (Prasertsan,
2021), Bacteroides ve Clostridium bakimindan zengin metanojenik
konsorsiyumda %85,5 (Tukanghan vd. 2021), Kosmotoga ve Rhodopirellula
ilavesi yapilan bir ¢alismada %60 (Yildirnm vd. 2017), Methanobacterium
formicicum,  Methanobrevibacter =~ ruminantium,  Methanisarcina  frisia,
Methanothrix soehngenii iceren konsorsiyumda %76 (Christy vd. 2014),
Lignoseliilotik mikrobiyal konsorsiyumda %50, Bacteroides sp., Azospira oryzae
(Dechlorosoma sp.) ve Clostridiales (Firmicutes) iceren konsorsiyumda %53

(Weifs vd., 2010) seklinde siralanabilir.
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Cizelge 2.1. Biyogaz tiretimde kullanilan biyolojik yontemler (Bakteri ilavesi)

Etki Tiirii Calisma amaci Eklenen bakteri veya bakteri kaynaklari Verimi artisi1 (Metan veya biyogaz) Referans
Hidroliz Biyogaz veriminin | Aktinomiset ve karisik konsorsiyum Actinomycetes suslari; %8,4 (Tirumale ve
artirilmasi karisik konsorsiyum; %44 Nand, 1994)
Hidroliz Biyogaz veriminin | Aktinomiset bakteri tirii CD-4 susu %46, (Attar vd.,
artirilmasi Shiv-15 susu %39 1998)
Hidroliz Biyogaz veriminin | Seltilolitik Bakteriler seliiloz (b), ksilan (c) ilave edilen karisimda; Wahyudi vd.,
artirilmasi biyogaz %56,36 2010)
metan %18,09 artisi
Hidroliz Biyogaz Bacteroides sp., %162 ksilanaz artisi, %53 metan artisi (Weifd vd.,
liretiminin Azospira oryzae (Dechlorosoma sp.) ve 2010)
artirilmasi Clostridiales (Firmicutes)
Hidroliz ve Biyogaz veriminin | Kullanilan Mikrobiyal Ajanlar; % 33,1 biyogaz artisi, (Zhong vd.,
Metanojen artirilmasi - maya (Saccharomyces cerevisiae sp., Coccidioides | %34,6 Metan artisi 2011)
immitis sp. ve Hansenula anomala sp.),
-Seliilolitik bakteriler (Bacillus licheniformis sp., | Seltllozda %5,81 azalma
Pseudomonas sp., Bacillus subtilis sp. ve Pleurotus
florida sp.) Hemiseliilozda %25,1 azalma
Hidroliz Biyogaz Lignoselilotik mikrobiyal konsorsiyum (LMC) %187 seliiloz ve %165 hemiseliiloz (Tuesorn vd.,
liretiminin bozunmasi artisi, 2013)
artirilmasi %40 biyogaz artis],
%50 Metan artisi
Hidroliz ve Biyogaz veriminin | - Konsorsiyum “B”; Bacteroides, metan miktarini; (Christy vd.,
Metanojen artirilmasi Peptostreptococcus, Clostridium ve 2014)

Propionibacterium

- Konsorsiyum “C” metanojenik bakteriler
icermektedir; Methanobacterium formicicum,
Methanobrevibacter ruminantium, Methanisarcina
frisia, Methanothrix soehngenii.

- Konsorsiyum “A” ise bu 8 izolatin hepsini
icermektedir.

- Konsorsiyum “C” %76,
- Konsorsiyum “A”; %23
- Konsorsiyum “B”; %1 artirmistir.
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Cizelge 2.1. Biyogaz tiretimde kullanilan biyolojik yontemler (Bakteri ilavesi) (Devam)

Metanojenik | Metan veriminin Acetobacteroides hidrojenigenes A. hidrojenigenes + metil seliiloz karisiminda (Zhang vd,,
Aktivitenin artirilmasi metan verimi %16,8 artis 2015)
Artmasi
A. hidrojenigenes + ksilan karisiminda metan
verimi %7 artis
Hidroliz Biyogaz - P. Xylanivorans Mz5 T, Metan iiretimi artislari; (Cater vd.,
tretiminin -C. cellulovorans, - P. xylanivorans Mz5T; %17,8, 2015)
artirilmasi - F. succinogenes S85. - C. cellulovorans
ve F.succinogenes karisim S85; %4,9
Hidroliz Seliiloz, Clostridium stercorarium ve Bacteroides Seliiloz, Hemiseliiloz ve ligninde sirasiyla (Huvd., 2016)
Hemiseliloz ve cellulosolvens %68,8 - %78,2 - %77,4 - %89 ve %15,4-
lignin giderimi ve %33,7 giderim. Metan miktarinda %210-246
metan oraninda artis
aktivitesinin
artirilmasi
Metanojenik | Metan veriminin Methanoculleus bourgensis MS2T Metan iiretiminde %36 artis. (Fotidis vd.,
Aktivitenin artirilmasi 2017)
Artmasi
Metanojenik | Metan veriminin Miscanthus floridulus (OT Tiirii) Metan veriminde %49 artis (Katukuri vd.,
Aktivitenin artirilmasi 2017)
Artmasi
Metanojenik | Metan veriminin Koyun iskembe sivisindan %2 ve %4 %4 zenginlestirilen kiiltiirde %27 Metan (Ozbayram vd,,
Aktivitenin artirilmasi zenginlestirilen kiiltiir (igeriginde verimi artisi 2017)
Artmasi Ruminococcaceae, Lachnospiraceae,
Methanobacterialessuglart bulunan)
(zenginlestirme kiiltiiriinde Methanosarcinales
baskin) (Cloacamonaceae,standart inokulumda bol
miktarda)
Metanojenik | Metan veriminin Clostridium thermocellum Clostridium thermocellum %34 metan artisi (Tsapekos vd,,
Aktivitenin artirilmasi Micrococcus roseus 2017)
Artmasi Micrococcus roseus %10 metan artisi
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Cizelge 2.1. Biyogaz tiretimde kullanilan biyolojik yontemler (Bakteri ilavesi) (Devam)

Hidroliz Biyogaz Aspergillus fumigatus %?21 metan artisi (Yahmed vd,,
liretiminin 2017)
artirilmasi

Hidroliz ve Biyogaz veriminin | RO; Mycobacterium, Metan liretiminde en yiiksek verim (Yildirim vd.,

Metanojen artirilmasi Rz'de %60 olarak gergeklesmistir. 2017)

R1; Kosmotoga ve Rhodopirellula

Biyogaz artiglar::
R2; Clostridium ve Longilinea R2: %15

R3: %20
R3; Clostridium en baskin cinsler. Ri: %5

Metanojenik | Metan veriminin Clostridium thermocellum Metan veriminde %39 artis (Oner vd,,

Aktivitenin artirilmasi 2018)

Artmasi

Metanojenik | Metan veriminin Polyporus brumalis BRFM985 (Mantar) Metan veriminde %52 artis (Rouches vd.,,

Aktivitenin artirilmasi 2018)

Artmasi

Metanojenik | Metan veriminin Iskembe sivisi: Bagirsak sivisiyla 6n islemden gecirilmis kagit | (Takizawa vd,,

Aktivitenin artirilmasi Neocallimastix frontalis ¢amuru, 6n islem gecirmemise gore %340 2018)

Artmasi Syntrophococcus sucromutans metan artisi

Metanojenik | Metan veriminin Bacillus Subtilis Metan veriminde %17,4 artis (Xuvd., 2018)

Aktivitenin artirilmasi

Artmasi

Metanojenik | Metan veriminin Geobacter sulfurreducens Metan veriminde %78 artis (Zhang vd,,

Aktivitenin artirilmasi 2018)

Artmasi

Metanojenik | Lignoseliiloz bazli | Orpinomyces sp. (Anaerobik mantar) %15-33 metan verimini artisi (Akyol vd.,

Aktivitenin anaerobik 2019)

Artmasi aritimda
Orpinomyces sp.

Kullanim
sonuglarinin
degerlendirilmesi
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Cizelge 2.1. Biyogaz iiretimde kullanilan biyolojik yontemler (Bakteri ilavesi) (Devam)

Metanojenik | Metan veriminin Methanosarcina CH4 tretimi (>70%) (Ferraro vd.,
Aktivitenin artirilmasi 2019)
Artmasi
Metanojenik | Metan veriminin Coprothermobacterales En yliksek metan verimi HRT 3’te %54,6 elde (Yinvd., 2019)
Aktivitenin artirilmasi (phyla Coprothermobacterota), edilmistir.
Artmasi Corynebacterineae (phyla Actinobacteria)

Petrotogales (phyla Thermotogae), HRT3’te bakteri bilesiminde en ytliksek

Clostridiales (phyla Bacteroidetes), popiilasyon Corynebacterineae (~%?28)

Lactobacillales (phyla Firmicutes) Enterococcus (~%21)

Haloplasmatales (phyla Tenericutes) Caldicoprobacter (~%18)

Corynebacterineae Enterococcus Caldicoprobacter
Metanojenik | Metan veriminin Orpinomyces joyonii (Mantar) (Shetty vd.,
Aktivitenin artirilmasi Biyogaz %25, Metan %38,4 artis 2020)
Artmasi
Metanojenik | Metan veriminin Methanoculleus sp. DTU887 Metan veriminde %21 artis (Yan vd,, 2020)
Aktivitenin artirilmasi
Artmasi
Hidroliz Piring samaninin | Bacillus paralicheniformis VKVVG3 (CDf), Bacillus paralicheniformis’te %53,6 Metan (Kumar vd.,

anaerobik aritimi Perlucidibaca piscinae VKVVG6 (CDd1), artisi 2021)

Bacillus clausii VKAK2 (RSal) ve Bacillus

mojavensis VKAK1 (CDb1)
Metanojenik | Metan veriminin Baskin bakteriler; %5 etanol iceren karisimd %67 metan artisi (Prasertsan.,
AKktivitenin artirilmasi Sandarakinotalea sp., 2021)
Artmasi Lachnobacterium sp., Metan iiretim orani %5 ethanol eklenmis

Blautia sp.,
Marinobacter sp.,
Anaerotruncus sp.,
Clostridium sp.,
Enterobacter sp.,
Acinetobacte sp.

karisimda, %1 gliserol eklenen karisima gore
%270 daha fazla
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Cizelge 2.1. Biyogaz iiretimde kullanilan biyolojik yontemler (Bakteri ilavesi) (Devam)

Hidroliz ve Biyogaz veriminin | VadinBC27, Candidatus Cloacamonas, %05,9 biyogaz artisi, (Shen vd,,
Metanojen artirilmasi Sedimentibacter, Petrimonas, Ruminiclostridium ve | %7,4 Metan artisi 2021)
Ruminofilibacter dahil olmak lizere 22 bakteri tiirii | propiyonik asit konsantrasyonunda %55,7
kullanilmistir. azalma

Metanojenik | Bacteroides ve Bacteroides, Clostridium bakimindan zengin %67,2 Yag1 alinmis paliye posasi hidrolizinin (Tukanghan
Aktivitenin Clostridium metanojenik konsorsiyum artisi, vd., 2021)
Artmasi agisindan zengin %385,5 Metan verimi artisi

metanojenik

konsorsiyumun,

yiiksek kati

anaerobik

curiutme

sistemlerinin

biyogaz liretimini

artirmasi
Metanojenik | Metanosarcina Metanosarcina thermophila ve biyokdmiir Ozgiil metan veriminde 1 g/L biyokémiir ve (Lee vd.,
Aktivitenin thermophila ve %5, 2022a)
Artmasi biyokdmiir M. Thermophila ilavesi ile %32,

takviyesi ile 6zgiil 2 g/L biyokoémiir ve % 10 M. Thermophila

metan miktarinin ilavesiile %20'lik artis

artirilmasi
Metanojenik | Methanosarcina Methanosarcina thermophila Tek mikroorganizma yiiklemeli reaktorde (Lee vd.,
Aktivitenin thermophila %37 metan verimi artisi, 2022b)
Artmasi ilavesi ile metan Rutin mikroorganizma yiiklemeli reaktorde

miktarinin %32 metan verimi artisi

artirilmasi
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Organizma ve mikroorganizmalarin mutasyonlar1 sonucunda, enzim Ttretim
verimlerinin artirilabildigi ile ilgili bir ¢ok calismadan bazilan Cizelge 2.2°de
verilmistir. Cizelge incelendiginde; Bacillus subtilis E6-5 susunun EMS ile
mutasyonu sonucunda proteaz liretiminin 9,2 kat arttigi (Ozdemir ve Demirkan,
2020), Kemel B (KB) fungusunun MNNG ile mutasyonu sonucunda lipaz enzimi
aktivitesinin %91,2 oraninda arttigi (Nabilasani vd., 2019), Bacillus subtilis
susunun UV ve EtBr ile mutasyonu sonucunda 8,2 kat daha fazla enzim
tiretildigi  (Ozalpar, 2018), Caenorhabditis elegans kullanilarak Kinaz
aktivitesinde 3 kat artis gozlendigi (Paradis vd. 2017), Aspergillus niger
susunun UV, EMS ve EtBr ile mutasyonu sonucunda glikoamilaz enziminde 2 ila
4 kat artis oldugu (Raju vd., 2012), Bacillus amyloliquefaciens susunun EMS ile
mutasyonu sonucunda amilaz tiretiminde 1,4 kat artis oldugu (Haq vd., 2010),
Staphylococcus aureus susunun [(-D-1- thiogalactopyranoside (IPTG) ile
mutasyonu sonucunda laktonaz aktivitesinde 2.5 kat artis oldugu (Tanaka vd.,
2006), Cyathus bullerisusunun EtBr ile mutasyonu sonucunda 4,2 kat fazla
lakkaz urettigi (Dhawan vd. 2001), Bacillus sp. MK716 susunun EMS ile
mutasyonu sonucunda amilaz enzim tiretiminde 40 kat artis oldugu (Sidhu vd,,

1997) tespit edilmistir.

Cizelge 2.2. Kimyasal ve/veya fiziksel Mutasyon sonucunda enzim miktarinda
elde edilen artislar

Calisma amaci |Kullanilan Kullanilan |Kullanilan Sonug Referans
bakteri yontem kimyasallar

Mutasyonlarin, |Bacillus Kimyasal EMS Maksimum Ozdemir ve
proteaz iiretimi |subtilis E6-5 proteaz Demirkan
tizerindeki aktivitesine sahip ((2020)
etkilerinin mutantin ana
arastirilmasi susdan 9,2 kat

daha fazla proteaz

urettigi

belirlenmistir.
ITC kimyasalinin |Escherichia Kimyasal Iyodo- ITC'ye maruz Tonoyan vd.
mutasyona coli tiyosiyanat kalan E. coli'nin (2020)
etkisinin kompleksi (ITC) |maruz kalmamis
belirlenmesi kiltiirlere kiyasla

mutasyon

oraninda hafif ve

onemli olmayan

bir artisa sahip

oldugunu

bulunmustur.
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Cizelge 2.3. Kimyasal ve/veya fiziksel Mutasyon sonucunda enzim miktarinda
elde edilen artislar (Devam)

Comet Tahlili ve |Gram negatif |Kimyasal 4-nitrokinolin-1-|EcN'nin anti- Janosch vd.
Ames Testi ile in |Escherichia oksit (NQO), genotoksik / anti- [(2019)
vitro olarak anti- |coli hidrojen mutajenik
genotoksik / peroksit (Hz0;) |aktivitesinin
anti-mutajenik ve benzo (a) konsantrasyona
aktivitelerin piren (B [a] P) |bagh oldugu
degerlendirilmes gosterilmistir.
i
Mutasyonlarin, |Kemel B (KB) |Kimyasal uv, MNNG kimyasal1 |Nabilasani
lipaz tretimi fungusu Fiziksel (UV) |EMS ve MNNG |ile mutasyona vd. (2019)
iizerindeki ugratilmis
etkilerinin funguslarin lipaz
arastirilmasi enzimi

aktivitesinin

%91,2 oraninda

arttigini tespit

etmislerdir.
Mutasyonlarin, |Bacillus Kimyasal UV ve EtBr Mutantlar Ozalpar
enzim Uretimi  |subtilis Fiziksel (UV) icerisinde en (2018)
tizerindeki biiyiik zon ¢apina
etkilerinin (25 mm) sahip
arastirilmasi olan mutantin sivi

ortamda enzim

uretim kapasitesi

test edilmistir.

Sonug olarak,

mutant sus ana

sustan 18,2 kat

daha fazla enzim

lrettigi tespit

edilmistir. En

ylksek enzim

tiretimi 24’tinci

saatte elde

edilmistir.
Mutasyonlarin, |Caenorhabditi |- - Kinaz Paradis vd.
kinaz iiretimi s elegans, aktivitesinde 3 kat |(2017)
iizerindeki yuvarlak artis.
etkilerinin solucanlardan
arastirilmasi olup serbest

yasayan bir
nematoddur.

Mutasyonlarin, |Brevibacillus |Kimyasal - Elde edilen Suribabu vd.
amilaz liretimi  |borstelensis mutanlardan (2014)
iizerindeki bazilarinin yabani
etkilerinin susa gore daha
arastirilmasi ytksek amilaz

enzimi Urettigi
belirlenmistir.

35




Cizelge 2.4. Kimyasal ve/veya fiziksel Mutasyon sonucunda enzim miktarinda
elde edilen artislar (Devam)

Mutasyonlarin, |Bacillus sp. Kimyasal EtBr Mutant Khodayari,
amilaz+, ksilanaz varyetelerde (2013)
ve CMCaz+ amilaz
iretimi aktivitesinin ana
tizerindeki susa gore
etkilerinin %91 - %35
arastirilmasi oraninda daha

ylksek ksilanaz

enzimi Urettigi

belirlenmistir.
Mutasyonlarin, |Aspergillus Kimyasal uyv, UVv: 18,11 Raju vd.
glikoamilaz niger Fiziksel (UV) |[EMS ve EtBr U/ml/dk, (2012)
uretimi EMS: 14,93
tizerindeki U/ml/dk, EtBr:
etkilerinin 18,31U/ml/dk ve
arastirilmasi EMSveEB: 18,84

U/ml/dk

glikoamilaz

tirettikleri ve

yabani susa gore 2

ila 4 kat daha fazla

enzim

tretimlerinin

oldugu

belirlenmistir.
Mutasyonlarin, |Humicola Kimyasal uv, Mutantlarin Javed ve
seltlaz tiretimi  |insolens Fiziksel (UV) IMNNG, HNO, seltlaz liretim Mariyam
tizerindeki (termofilik EtBr ve EMS kapasitelerinin (2011)
etkilerinin mantar susu) orijinal suslara
arastirilmasi gore sirasiyla;

%17,36, %41,17,

%>5,25, %23,07 ve

%?29,07 oraninda

arttigl tespit

edilmistir.
Mutasyonlarin, |Escherichia X-15101 Rediiktoizomeraz |Bastian vd.
Rediiktoizomera |coli aktivitesinde 3 kat |(2011)
Z Uretimi artis
iizerindeki
etkilerinin
arastirilmasi
Mutasyonlarin, |Bacillus Kimyasal uv, UV sonucu alfa Haq vd.
alfa amilaz amyloliquefaci |Fiziksel (UV) [MNNG ve EMS |amilaz tretimini |(2010)
Enzimi tiretimi |ens yok,
iizerindeki EMS’ye (50-300
etkilerinin ul/ml) maruz
arastirilmasi birakilan

mikroorganizmala

rin enzim

miktarinin ana

bakteriye gore 1,4

kat daha yiiksek

oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 2.5. Kimyasal ve/veya fiziksel Mutasyon sonucunda enzim miktarinda
elde edilen artislar (Devam)

Laktonaz drp35 |Staphylococcus|Kimyasal B-D-1- Laktonaz Tanaka vd.
aureus thiogalactopyran|aktivitesinde 2,5 |(2006)
oside (IPTG) kat artis.
(NQNO) ve Probiyotik Kimyasal 4-nitrokinolin- [NQNO’nin Caldini vd.
MNNG olmayan N-oksit (NQNO) |Lactobacillus (2005)
tarafindan laktobasiller MNNG caseli,
inhibe etme Lactobacillus
kabiliyetinin acidophilus,
arastirilmasi Lactobacillus
rhamnosus,
Lactobacillus
delbrueckii subsp.,
aktivitesini inhibe
ettigi ve
MNNG’'nin sadece
L. acidophilus
susunda
inhibisyona neden
oldugu ortaya
konulmustur.
Mutajenlerin Aspergillus Kimyasal MNNG, NaNO,, UV ve Azin ve
H/C oranlarina |oryzae Fiziksel (UV) UV MNNG mutantlar1 |Noroozi
etkisinin ve Nitrous asit |yabani tiplere (2001)
belirlenmesi (NaNO3) karsilastirdiklarin
da sirasiyla
%65,3, %52,8 ve
%39,4 daha
yuksek H/C orana
sahip oldugu
belirlenmistir.
Ethidium Cyathus bulleri |Kimyasal EtBr Mutant Dhawan vd.,
bromid'in (EtBr) mikroorganizmani|(2001)
lakkaz iiretimi n orijinal susa
tizerindeki gore 4,2 kat fazla
etkisininin lakkaz iiretimi
incelenmesi. sagladigi
gorilmustir.
Mutajenlerin Itaematococcu |Kimyasal uv, Axtaxanthin Tripathi vd.
Axtaxanthin s pluvialis Fiziksel (UV) [MNNG ve EMS |iiretiminin 2,2-3,2 [(2001)
Uretimlerine kat arttirdig1
etkisinin bildirilmistir.
belirlenmesi
MNNG kimyasal |E. coli Kimyasal MNNG (MNNG) ile Golyasnaya
ajanin mutasyon oranin |ve Turina
mutasyona Escherichia (2000)
etkisinin coli'nin kultiir
belirlenmesi yasina ve pH
degerine bagl
oldugu
goriilmiistiir
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Cizelge 2.6. Kimyasal ve/veya fiziksel Mutasyon sonucunda enzim miktarinda
elde edilen artislar (Devam)

Mutajenlerin Lactobacillus |Kimyasal - N-metil, N'- Organik asitler Lankaputhra
Antimutajenik  |acidophilus ve nitro, N- arasinda, biitirik  |ve Shah
aktivitelerinin  |bifidobakteri nitrosoguanidin; |asit en yiiksek (1998)
belirlenmesi susu -2- mutajen
nitroflourene; - |inhibisyonu
4-nitro-o- gosterdigi ve
fenilendiamin; |asetik asit, Lactic
4-nitrokinolin- |ve piiriivik asitleri
N-oksit; kayda deger
Aflatoksin-B; 2- |dlizeyde
amino-3-metil- |inhibisyon
3H- gostermedigi
imidazokinolin; |gozlenmistir.
2-amino-l-metil-
6-fenil-imidazo
(4,5-b) piridin
ve 2-amino-3-
metil-9H-pirido
(3,3-6) indol
EMS’nin amilaz |Bacillus sp. Kimyasal EMS Mutant MK716 Sidhu vd.
artisi izerindeki |[MK716 susu susunun amilaz ~ |(1997)
etkisi enzim lretiminde
40 kat artis
saglandigi
belirlenmistir.
MNNG Lactococcus ve |Kimyasal MNNG Lactobacillus Hosoda vd.
mutajenitesi Bifidobacteriu acidophilus LA (1992)
tizerindeki m cinsine ait 106 (LA2)
antimutagenik |71 sus suslarinin, MNNG
etki arastirilmasi mutajenitesine
kars1 %77 ile en
ylksek
inhibisyonu
gosterdigi ortaya
cikmistir
Mutajenlerin -Streptococcus |Kimyasal 4-nitrokinolin- |Bakterilerin Bodana ve
Antimutajenik  [thermophilus N-oksit (NQNO) |antimutajenik Rao (1990)
aktivitelerinin  |-Lactobacillus 2-aminofloren |bilesikleri tirettigi
incelenmesi bulgaricus gozlenmistir
Mutasyonlarin |- Geleneksel |- Elde edilen Yoneda vd.
Enzim iiretimi Mutasyon mutant suslarin  |(1982)
iizerindeki yontemleri amilaz liretiminin
etkilerinin orijinal suslara
belirlenmesi gore 1500 kat
fazla oldugunu
tespit edilmistir.
Yontemlerin E. coli Kimyasal -ICR191-A ICR191-Ave UV |Berger vd.
mutasyon Fiziksel (UV) |- MNNG kullanilarak (1966)
ozelliklerinin - EMS yapilan islemlerde
karsilastirilmasi - 2-AP Cerceve kaymasi
mutasyonu
gozlenirken, diger
kimyasallarda
gozlenmemistir.
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Literatiir bildirisleri, mikroorganizma ilavesinin biyogaz ve metan iretim

verimine olumlu etkisi oldugunu géstermistir. Bu ¢alisma ile;

1

2)

3)

4)

5)

6)

Bir 6nceki CSTR c¢alismasindan alinan numuneler kullanilarak bakteri
izolasyonu, izole edilen bakterilerin saflastirmasi, mutajen kimyasal
uygulamalari, tiir tesipiti ile elde edilen mikroorganizmalarin tespitinin
yapilmasi

izole edilen bakterilerin ve bunlarin mutajen kimyasal uygulamalar
sonucunda elde edilen mutantlarinin enzim analizlerini yaparak
kimyasal mutajenlerin enzim liretim verimlerine etkilerinin tespiti,

BMP {initesini kullanarak en yiiksek biyogaz ve metan liretim verimini
saglayan bakteri suslarininin belirlenmesi

Secilen timitvari bakterilerin tim genom analizleri yardimiyla mutant
bakterilerinin ana bakterilere gore baz dizilimlerindeki farkliliklarin
tespiti,

CSTR isletim kosullarinda en ytliksek biyogaz ve metan liretim verimini
saglayan bakteri suslarinin, biyogaz ve metan tiretim verimine etkilerinin
belirlenmesi,

Metagenom analizleri yardimiyla, CSTR sisteminde gorev yapan
mikroorganizmalarin =~ zamanla  degisimlerinin  tespit  edilmesi

amaglanmigtur.

Bu amagclar dogrultusunda ¢alismanin asil amaci, uygun bakteri kullanilarak,

reaktor hacmi degistirilmeden HRT azaltilarak o6zgiil metan miktarinin

artirilmasidir.

39



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Denemelerde, Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Tarimsal Arastirma ve
Uygulama Merkezi biinyesinde isletilen siit sigirciig1 tesisinden temin edilen
sigir gibresi kullanilmistir. Calismada kullanilan giibre, tesis ¢ikisindan

alinmistir.

CSTR prosesinde kullanilan sigir glibresinin igeriginin ve 6zelliginin degismesini
engellemek icin giibre + su karisimi yapilarak bidonlara konulmus ve +4°C’de
soguk hava deposunda muhafaza edilmistir. Saklama kogsullarina baglh olarak 1
defa BMP ve ilki basta olmak tizere toplam 5 defa da CSTR denemelerinde
kullanilmak tizere farkli donemde sigir giibresi temin edilmistir. Bu sekilde,
kullanilan materyalin soguk hava deposunda fazla yer kaplamasinin ve zaman
icinde nispeten bozunmaya ugrayarak bazi 6zelliklerini kaybetmesinin 6niine
gecilmeye calisilmistir. Bakteri izolasyonu islemi, bir 6nceki calismada (Alkaloid
isleme Atiklarinin Sigir Giibresi ile Anaerobik Aynistirilmasinda Gaz
Karistirmanin ve Hidrojen Beslemenin Metan Uretimine Etkisi (Tiibitak-

118Y074) kullanilan CSTR sistemi kullanilarak yapilmistir.

Tez calismasi kapsaminda ana bakteriler ve mutajen kimyasal uygulamasi
sonunda elde edilen mutant bakterilerin biyogaz hacmine ve metan miktarina
katkisinin belirlenmesi amaciyla BMP testleri yapilmistir. Testlerde kullanilan
as1 materyali halihazirda laboratuvarda bulunan kararli kosullarda isletilen
CSTR tipi anaerobik reaktéorden alinmistir. BMP denemelerinde kullanilan

malzeme Ozellikleri Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. BMP testlerinde kullanilan malzemelerin 6zellikleri

Materyal KM (%) |OM (%) N(%) [C(%) |C/N pH
Sigir Giibresi 8,24 78,51 1,74 36,54 | 21,00 | 7,59
As1 6,75 71,52 2,11 34,42 16,31 | 7,56
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CSTR denemelerinde yiiklenen malzemelerin o6zellikleri Cizelge 3.2'de

verilmistir.

Cizelge 3.2. CSTR denemelerinde kullanilan materyallerin ve reaktorlerin
fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Materyal KM (%) |OM (%) N (%) |C(%) C/N pH

SG+Su Karigimi-1 8,84 76,51 1,89 36,44 | 19,31 | 7,19
SG+Su Karigimi-2 9,38 79,89 1,91 36,93 | 19,34 | 7,56
SG+Su Karigimi-3 9,74 77,39 1,69 36,66 | 24,77 | 7,57
SG+Su Karisimi-4 9,75 78,80 1,82 37,05 | 20,31 | 7,79
SG+Su Karigimi-5 10,47 80,13 1,80 37,55 | 20,93 | 7,64
KNT-1 Baslangig 5,86 72,14 1,99 3481 (17,48 | 7,31
KNT-1 SON 6,06 71,70 2,14 34,41 | 16,16 | 7,37
KNT-2 Baslangig 5,83 72,37 2,03 34,62 | 17,06 | 7,32
KNT-2 SON 5,99 72,50 1,90 34,29 | 18,03 | 7,42
ANA-1 Baslangig 5,82 72,04 1,94 34,01 | 17,51 | 7,37
ANA-1 SON 6,09 72,00 1,91 34,06 |17,83 | 7,42
ANA-2 Baslangi¢ 5,81 71,15 1,99 33,99 | 17,08 | 7,35
ANA-2 SON 6,00 70,58 1,95 33,00 | 16,95 | 7,41
MNNG-1 Baslangig¢ 5,85 71,34 2,06 34,00 | 16,48 | 7,36
MNNG-1 SON 5,93 70,84 2,05 33,39 | 16,31 | 7,41
MNNG-1 Baslangig 5,91 71,92 1,97 33,43 | 17,01 | 7,19
MNNG-2 SON 6,11 71,51 1,90 33,76 | 17,85 | 7,47

*OM, N ve C verileri kuru bazda verilmistir.

3.2. Metot

Bu c¢alisma alti asamadan olusmaktadir. 1. asamada bir o6nceki CSTR
calismasindan alinan numuneler kullanilarak bakteri izolasyonu, izole edilen
bakterilerin saflastirmasi, mutajen kimyasal uygulamalari, tiir tesipiti 2.
asamada izole edilen bakterilerin ve bunlarin mutajen kimyasal uygulamalari
sonucunda elde edilen mutantlarinin enzim analizleri, 3. asamada BMP {initesini
kullanarak en yiiksek biyogaz ve metan iliretim verimini saglayan bakteri
suslarininin belirlenmesi, 4. asama secilen Uimitvari bakterilerin tiim genom
analizleri yardimiyla mutant bakterilerinin ana bakterilere gore baz
dizilimlerindeki farklhliklarin tespiti, 5. asamada CSTR isletim kosullarinda en

ylksek biyogaz ve metan lretim verimini saglayan bakteri suslarinin, biyogaz
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ve metan Uretim verimine etkilerinin belirlenmesi ve 6. asamada Metagenom
analizleri yardimiyla, CSTR sisteminde gorev yapan mikroorganizmalarin

zamanla degisimlerinin tespiti ¢alismalar: yapilmistir.

3.2.1. Bakteri izolasyonu, saflastirilmasi, tiir tespiti, mutajen kimyasal
uygulamalar

Bakteri izolasyon calismasinda selektif besiyerleri kullanilmistir. Laboratuvarda
yuriitiilen bir 6nceki CSTR calismasindan alinan érnekler ile bakteri izolasyonu
gerceklestirilmistir. Sonrasinda sirasiyla saflastirma, mutajen kimyasal
uygulamalar1 yapilmistir. Tir tespiti ve tlim genom analizleri hizmet alinarak
yetkili bir firmaya yaptirilmistir. Diger deneme ve analizler, Isparta Uygulamal
Bilimler Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarim Makinalar1 ve Teknolojileri
Mihendisligi Bolimii biinyesinde bulunan Kompost ve Biyogaz Arastirma

Laboratuvari ve Biyokiitle Laboratuvari’nda yapilmistir.

Tim bakteriyolojik ¢alismalar Sekil 3.1’'de goriilen anaerobik kabinde
yapilmistir. Kabin sizdirmazliginin saglanmasi i¢in kapagina ve kapagin geldigi
birlesim yerine fitil yerlestirmis olup iizerine agirlik konulmustur. Boylelikle
iceriye hava girisi engellenmistir. Kabinde kroze icinde alkol yakilarak icerideki
havanin tiiketilmesi saglanmis ve petri kaplarina agar dokiimi, bakteri ekimi,
stok hazirlama vb. ¢alismalar bu asamadan sonra yapilmistir. Petrilere dokiilen
agarlar 24 saat 37°C’de inkibe edilmis ve kontaminasyon olmadigindan emin
olunduktan sonra ekim, saflastirma vb. ¢alismalar yapilmistir. Ekim sirasinda
kontaminasyona neden olabilecek siirtintii, dokiintii vb. olmas1 durumunu goz
oniinde bulundurarak kabin ic¢i islem oncesinde ve sonrasinda etil alkol ile
dezenfekte edilmistir. Bu calismada tiim islemlerde bir petri sadece kontrol
amaciyla kabin icerisinde kullanilarak kontaminasyon kontrol edilmistir. Petri

kaplar1 kabinden ¢ikartilmadan 6nce strecfilm yardimiyla kapatilmistir.
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Sekil 3.1. Bakteriyolojik ¢alismalarin yapildig1 anaerobik ortam

a) Bakteri izolasyonu ve Saflagtirma islemleri

Calismada istenilen bakterilerin izolasyonu i¢in selektif besiyeri kullanilmistir.
Bu besiyerlerine yayma plak yontemi ile bir 6nceki ¢calismada kullanilan CSTR
reaktorlerinden alinan 6rnek dilisyonlarinin ekimi yapilmis ve en buyiik zon
olusturan koloniler alinarak saflastirilmistir. Saflastirilan ana bakteriler yatik
agar besiyerine stok olusturularak +4°C’de soguk hava deposuna ve -20°C’de
dondurucuya kaldirilmistir. Bu ana bakteriler kullanilarak diger islemler

gerceklestirilmistir.

Bakteri izolasyonu islemlerinde; Proteaz bakterileri; %1 Na-Caseinat iceren
MPCA (Seving, 2010), Seliilaz bakterileri; %1 CMC (Karboksi Metil Seliilaz)
iceren LB-Agar (Immanuel vd., 2006; Raza vd., 2019) ve Lipaz bakterileri, likid
yag ilave edilmis olan LB Agar besiyeri kullanilarak izole islemi

gerceklestirilmistir.

Petriler lizerinde lireme gosteren kolonilerden en biiyiik zonu olusturan koloni
cizme plak yontemi ile saflastirma yapilmistir. Seliilaz icin %1 CMC ve proteaz
icin %1 Na-Caseinat (Lipaz i¢in ise sadece LB Broth) iceren LB Broth besiyerine
(Krootdilaganandh, 2000) ekimi yapilmistir. Herhangi bir aksaklik yasandiginda
kullanilmak amaciyla ana kiiltiirden, %1 CMC ve %1 Na-Caseinat (Lipaz i¢in ise
sadece LB Agar) iceren LB-Agar besiyeri ile hazirlanmis yatik agara ekim
yapilip, soguk hava deposunda +4°C’de ve -20°C’de bekletiletilmistir (Immanuel
vd., 2006; Raza vd., 2019).
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b) Proteaz iireten bakterilerin izolasyonu

izolasyon icin %1 Na-Caseinat iceren MPCA besiyeri hazirlanarak proteaz
treten bakteriler izole edilmeye calisilmistir (Seving, 2010). Selektif besiyeri
hazirlanmasinda, kazeinli ortamin hazirlanmas1 igin, kazein suda
cozuinmediginden, 0,1 M NaOH icerisinde kaynatilmistir. Daha sonra kazein ve
MPCA karistirilarak 121°C’'de 15 dakika stire ile otoklavlanarak, otoklav
isleminden sonra 50-55°C’ye kadar sogutulan besiyerleri, her petride 15-20 ml
olacak sekilde petri kaplarina 15’er mL dokiilerek sogumaya birakilmistir

(Seving, 2010; Lennette vd., 1985).

Bir onceki calismada kullanilan CSTR reaktorlerinden seyreltme yardimiyla
sirasiyla 104, 10-3, 10-6, 107 (Temiz, 1994) ornekler alinarak ve yayma plak
yontemi ile petrilere bakterilerin ekimi yapilmistir. Petriler iizerinde tireme
gosteren kolonilerden en biiylik zonu olusturan koloni (Seving, 2010) cizme
plak yontemi ile saflastirilmis, en son %1 Na-Caseinat iceren LB Broth
besiyerine ekimi yapilarak herhangi bir aksaklik yasandiginda kullanilmak
amaciyla ana kultiirden, %1 Na-Caseinat iceren MPCA besiyeri ile hazirlanmis
egik agara ekim yapilip, soguk hava deposunda +4°C'de ve -20°C'de
bekletilmistir.

c) Seliilaz iireten bakterilerin izolasyonu

izolasyon icin %1 CMC (Karboksi Metil Seliilaz) iceren LB-Agar besiyeri
hazirlanarak burada seliillaz ireten bakteriler izole edilmeye calisiimistir
(Immanuel vd., 2006; Raza vd., 2019). Selektif besiyeri hazirlanmasinda, %1
CMC ve LA-Agar kanistirllarak 121°C'de 15 dakika siire ile otoklavlanmigstir.
Otoklav isleminden sonra 50-55°C’ye kadar sogutulan besiyerleri, her petride
15-20 ml olacak sekilde petri kaplarina 15’er mL dokiilerek sogumaya
birakilmistir. Bir dnceki ¢alismada kullanilan CSTR reaktorlerinden seyreltme
yardimiyla sirasiyla 104, 10-5, 106, 107 (Temiz, 1994) ornekler alinarak ve
yayma plak yontemi kullanilarak petrilere ekimi yapilmistir. Petriler iizerinde
lireme gosteren Kkolonilerden en biiyiik zonu olusturan koloni ¢izme plak

yontemi ile saflastirma yapilarak, en son %1 CMC iceren LB Broth besiyerine
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(Krootdilaganandh, 2000) ekimi yapilmis ve sonraki c¢alismalar igin
bekletilmistir. Herhangi bir aksaklik yasandiginda kullanilmak amaciyla ana
kultirden, %1 CMC iceren LB-Agar besiyeri ile hazirlanmis egik agara ekim
yapilip, soguk hava deposunda +4°C’de bekletilmektedir. (Immanuel vd., 2006;
Raza vd., 2019).

d) Lipaz uireten bakterilerin izolasyonu

izolasyon icin %1 likid yag eklenmis LB-Agar kullanilmigtir. Selektif besiyeri
hazirlanmasinda, %1 Likid yag ve LB-Agar karistirilarak 121°C’'de 15 dakika
sure ile otoklavlanmistir. Otoklav isleminden sonra 50-55°C’ye kadar sogutulan
besiyerleri, her petride 15-20 ml olacak sekilde petri kaplarina 15’er mL
dokulerek sogumaya birakilmistir. Bir o6nceki calismada kullanilan CSTR
reaktorlerinden seyreltme yardimiyla (104, 10-5, 106, 107) (Temiz 1994)
ornekler alinarak ve yayma plak yontemi kullanilarak petrilere ekimi
yapilmistir. Petriler iizerinde treme gosteren kolonilerden en biiyiik zonu
olusturan koloni ¢izme plak yontemi ile saflastirma yapilarak, en son %1 Likid
yag iceren LB Broth besiyerine ekimi yapilarak sonraki c¢alismalar igin
bekletilmistir. Herhangi bir aksaklik yasandiginda kullanilmak amaciyla ana
kultirden, %1 Likid yag iceren LB-Agar besiyeri ile hazirlanmis egik agara ekim
yapilip, soguk hava deposunda +4°C’de bekletilmektedir.

e) izole edilen bakterilerin tiir tespiti

Bakteri 6rneklerinin DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast
DNA izolasyon kiti (Polonya) (Sekil 3.2) kullamilmistir. DNA izolasyonundan
sonra elde edilen DNA’larin miktar ve safligini kontrol etmek icin Thermo
Scientific Nanodrop 2000 (USA) (Sekil 3.2) cihazinda spektrofotometrik dl¢iim
gerceklestirilmistir. PCR c¢alismasinda universal primer olarak 27F - 1492R
primerleriyle, tiir tayini i¢cin hedeflenen gen bolgeleri cogaltilmistir. Yaklasik
1470 bazlik bolgeyi ¢ogaltmak icin tek asamali PCR islemi gercgeklestirilmistir.
PCR reaksiyonunuz Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq

polimeraz enzimiyle gerceklestirilmistir. Ornekler icin PCR sonrasinda agaroz

45



jelde tek bant elde edilerek, PCR isleminin basarili oldugu gozlemlenmistir. PCR
irini saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant oérnekler icin MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) saflastirma kiti kullanilip, kitin
prosediirlerine uyarak saflastirilmistir. Sanger Dizileme Ornekleriniz igin,
Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi
(Applied Biosystems, Foster City, CA) (Sekil 3.3) ve BigDye Terminator v3.1
Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA). 27F ve
1492R primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak
amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gerceklestirilmesinde BioEdit
yazilimi icinde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir. Tiir tespiti
calismalar is akis semasi Sekil 3.4’te verilmistir. Kullanilan primer dizileri ve

PCR kosullar Cizelge 3.3’teverilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan primer dizileri ve PCR kosullar1

Kullanilan 27F 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'
primerler 1492R 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'

PCR kosullar1 | Takahiro vd. (2004), tarafindan verilen degerler revize edilerek.
Bakteri suslar1 icin thermal cycler'da 94°C’de 5 dk. ilk
denatiirasyon isleminin ardindan, 40 siklus 95°C’de 45 sn.
denatiirasyon, 57°C’de 45 sn. baglama ve 72°C’de 60 sn. DNA
uzatma ve son olarak 72°C’de 5 dk. uzatma.

Sekil 3.2. EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon kiti (solda),
Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihaz1 (Sagda)

Agaroz Jel Elektroforezi: PCR (kyratec thermocycler) (Sekil 3.4) ile elde edilen

amplifikasyon sonuglari, %1,5’luk agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika

elektroforezde yiritilmustir. Ethidium bromide boyasi kullanilarak UV
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1s5181inda goriintisi alinmistir. Daha sonra PCR o6rnekleri 4 pl olacak sekilde
mikropipet ile eklenerek ve 30 dakika 100 watt enerji ile c¢alistirildi.
Elektroforez islemi bittikten sonra UV 1si8inda jel goriintiileme cihazinda

goruntisi alinmistir.

Sekil 3.3. ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi (Solda), kyratec thermal cycler
(Sagda)

DNA iZOLASYON VE

SAFLASTIRILAN BAKTERI KULTURO PURIFIKASYON

165 rRNA genlerinin PCR ile cogaltilmasi

W v
=> |2 ||
2/ |3 7w

Veritabanlarinda dizilerin ;

ilagtirilmasi ve simiflandiriimasi DNA dizileme

- AGAGTTTGATCMTGGCTCAGAGAGTTTGATC
] MTGGCTCAGAGAGTTTGATCMTGGCTCAGA

GAGTTTGATCMTGGCTCAGAGAGTTTGATC
MTGGCTCAGAGAGTTTGATCMTGGCTCAGA
GAGTTTGATCMTGGCTCAGAGAGTTTGATC
MTGGCTCAGAGAGTTTGATCMTGGCTCAGA

Sekil 3.4. Tir tespiti calismalari akim semasi

f) Mutajen Kimyasal Uygulamalari

Mutajen kimyasal olarak EtBr, MNNG EMS (Sekil 3.5) ve Fosforik Asit,
kimyasallar1 kullanilmistir. Petri kaplar1 3’e bdliinmiis ve EtBr igin 0,625
g/L’den baslayarak 2’ser kat artarak 20 g/L’ye (Sekil 3.6) kadar, diger
kimyasallar i¢in ise (Fosforik Asit, MNNG ve EMS) 5 g/L’den baslayarak 2’ser kat

artarak 40 g/L’ kadar derisimler hazirlanarak dnceden hazirlanan petri kaplari
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icerisindeki kat1 besiyerlerine drigalski spatiilii yardimiyla esit olarak yayilmis
ve 24 saat 37°C inkiibasyona birakilmistir. Her derisim icin 3’er petri kabi
kullanilmistir. Boylelikle hem kontaminasyon olmasi durumunda yedekte
mutajen kimyasal iceren petri kabir bulundurulmus hem de bakteri ilavesi
sonucunda bakteriyel ¢cogalma olmamasi1 durumunda diger petrilerde ¢ogalan

kolonilerin kullanilmasi saglanmistir.

Sekil 3.6. EtBr ilave edilen kat1 besiyeri

Mutajen kimyasal iceren petri kaplarina ekimi yapilan bakterilerden Etbr icin
2,5 g/L’lik derisimde olan ortamdan, protein bakterisi MNNG kimyasalinda 40
g/L, diger kimyasallar i¢in ise 20 g/L’lik konsantrasyonlu ortamlarda lireme
olmus, bunun disinda bir ist konsantrasyonda iireme goézlenmemistir. Bu
nedenle en yliksek konsantrasyonlarda tiretim gosteren bakteriler izole edilerek

saflastirilmistir.
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3.2.2. Enzim analizleri

a) Proteaz analizi

Substrat olarak kullanilan Na-Kazeinatin proteaz enzimi ile hidrolize edilerek
amino asit olusturulmasi, belirli inkiibasyon siiresi sonunda kullanilmayan
kazeinin ¢oktiiriilerek elde edilen silipertantin Folin & Ciocalteau ile
renklendirilmesi ve 680 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunarak

tyrosin esdegerinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir.
b) Lipaz Analizi

Yontemin esasi, substrat olarak kullanilan p-nitrofenol biitirat katilarak
proteinlerin sudaki ¢6zliniirliigiinlin azaltilmasi ve bu yolla enzim proteinlerinin

cokmesini saglayarak 410 nm’de 6l¢lilmesine dayanmaktadir (Bradford, 1976).
c) Seliilaz Analizi

Seliilaz aktivitesi, substrat olarak CMC (Karboksimetil Seliiloz) kullanilarak
indirgen sekerlerin ol¢iilmesi temeline dayanan 3,5-dinitrosalisilat asit (DNS)
metodu ile belirlenmistir (Bernfeld, 1955; Lin vd.,1997). Renk degisimi 540 nm
de okunmustur (Hakamada vd., 1997).

3.2.3. Biyometan potansiyeli (BMP) iinitesi

BMP, reaktore eklenen substratin tiretebilecegi maksimum metan hacmi olarak
tanimlanmaktadir. BMP denemesinde kullanilan asinin anaerobik ortama uyum
saglamis ve kararl kosullara sahip olan bakteri kiiltiirii olmasi1 gerekmektedir.
BMP degerleri bulunmak istenen materyalin (substrat), gercek potansiyelinin
bulunabilmesi i¢in asidan elde edilen biyogaz icindeki metan miktarinin, elde

edilen bu degerden cikartilmasi gerekmektedir (Angelidaki vd., 2009).

Calismada kullanilan BMP test tinitesi (Sekil 3.7), Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarim Makinalar1 ve Teknolojileri Miihendisligi
Bolimu bilinyesinde bulunan Kompost ve Biyogaz Arastirma Laboratuvari’'nda

yer almaktadir. Biyogaz islemi 80x60x20 cm ebatl, sicaklik kontrollii bir su
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banyosu icinde her tUnitede 2 L’lik sizdirmaz cam siselerden olusan 36 adet
reaktorde gerceklestirilmigtir. Sistem, 1500 W elektrikli 1sitici, sirkiilasyon
pompast ve sicak su havuzundan olusmaktadir. Her biyoreaktér 10
devir/dakika cikis disli kutusu ile birlestirilmis 12 V DC motorla ¢alisan
mekanik doner karistiricilar ile karistirilmaktadir. Reaktorler sicak su havuzuna
yerlestirilmis olup sicaklik geri beslemeli olarak kontrol edilmistir. Calisma
sirasinda, karistiricilar 1 dakika ac¢ik 29 dakika kapali bir dongii ile calisacak
sekilde ayarlanmis ve sicaklik dl¢ctiimleri K-tipi 1s1] dlger ile yapilmistir. isletme
sicakligin 37x1°C dir. Sistemde mekanik karistirma ve gaz cikisi i¢in sisenin
kapaginda biri merkezde (karistirici baglantisi) olmak kosuluyla 2 adet delik
bulunmaktadir. Merkezdeki delik, karistiric1 aksamda biyogaz si1zintis1 olmadan
materyalin mekanik olarak karistirilmasinda, diger delik ise tiretilen biyogazin
sistemin iist kisminda bulunan 10 L kapasiteli sizdirmaz gaz torbalarinda
toplanmasinda kullanmilmistir. Biyogaz hacmi bir gaz sayaci (Ritter, Bochum,
Almanya) kullanilarak tespit edilmistir. Metan (CH4) konsantrasyonu bir sensér

(Draeger, PIR 7200) kullanilarak 6l¢iilmustiir.

Calismada, izole edilen, mutasyona ugratilan, tir tespiti yapilan ve enzim
analizleri yapilarak karsilastirilan bakteri suslarinin biyogaz ve metan iliretimi
tizerindeki etkilerinin tespiti amaciyla BMP iinitesi uygulanmistir. Ana deneme
kurulmadan 6nce BMP siselerinde ve sistemde herhangi bir sikinti olmadigini
test etmek amaciyla siselerin tiimiine aymi karisim oranlarinda malzeme
yuklemesi yapilmis ve sonuglar degerlendirildikten sonra asil denemeye

gecilmistir.
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Sekil 3.7. BMP Unitesinin goriiniimii

Denemelerde ilk olarak 0,5 L’lik otoklav siselerine 450 ml SG+Su karisimi
konulup birer giin arayla 3 kez 15 dk 121°C’de otoklavlanmis ve 1’er ml ana ve
mutant bakterilerden ilave edilerek 2 giin 37°C'de inkiibe edilmistir. Kontrol
grubuna ilave edilen SG+Su karisimi otoklavlanmis ancak icerisine bakteri ekimi
yapilmamistir. inkiibasyon sonunda Sekil 3.8'de verildigi iizere, 3,2 kg As1+0,4
kg SG+0,4 kg inkiibe edilen bakterili karisim ilave edilmistir. Her BMP sisesinde
1,25 kg malzeme olacak sekilde bu karisim ilave edilmis ve deneme
baslatilmistir. Siselere dagitildiktan sonraki kalan karisim ise +4°C sicaklikta

soguk hava deposunda gerekli analizlerin yapilmasi1 amaciyla saklanmistir.

2 GUN 37 *C'de inkiibasyon ) ) GAZTORBASI

&

|~
|\.5 ‘GAZ TORBASI

|lf,,‘- GAZ TORBASI

Sekil 3.8. BMP Deneme Semasi
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BMP linitelerinde tretilen biyogaz icerigi CH4 sensorii (Draeger PIR7200) ve
biyogaz analizorii (ETG MCA100 biogas analyser) ile belirlenmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Gaz kompozisyonu belirlenmesi i¢in kullanilan senkronize tnite

BMP denemeleri sirasinda iretilen biyogazin hacim olgiimleri 40 L/dk
kapasiteli KNF (N026.1.2AN.18) marka vakum pompasi kullanilarak, Ritter
marka 10 ml hassasiyete sahip gaz sayaci ile yapilmistir (Sekil 3.10).

Elde edilen verilerin sicaklik diizeltmeleri asagidaki formiil ile yapilmistir.

273
(273+T)

Normal Sartlardaki gaz hacmi= A4 * (3.1)

A: Ol¢iim sonucu elde edilen hacim (L)

T: Oda sicakligr (°C)

Sekil 3.10. Gaz sayaci
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3.2.4. Tuim genom analizleri

Tim genom analizleri enzim analizleri ve BMP denemelerinde elde edilen
sonuglar goéz oniline alinarak secilen 2 ana ve 4 mutant bakteriye hizmet alimi
seklinde yaptirilmistir. Firma tarafindan DNA izolasyonu yapilan érneklerin Jel
elektroforezi, Nanodrop spektrofotometresi ve Qubit florometresi kullanilarak
kalite kontrolii yapilmistir. Ardindan illumina Nextera XT Kkiti kullanilarak
protokole gore kiitliphane hazirlanmis ve ra saflastirma basamaklarinda
Agencourt Ampure Magnetic Beads kullanilmistir. Dizileme uygulamasi, hizmet
saglayici firma tarafindan yapilmis olup, firma biinyesindeki illumina HiSeq yeni
nesil dizileme platformu kullanilmistir. Dizileme isleminde 2x150 bp paired-end
okumalar yapilmis ve 6rnek basina minimum 1 Milyar Baz okuma ile 500Gb’lik
veri elde edilmistir. Ham veriler “fastq” formatinda saglanmis ve firma
tarafindan ana biyoinformatik analizleri gerceklestirilmistir. Ham veriler
(fastq), islenmis veriler (.bam, .vcf, xls ve .fasta) teslim alinarak devaminda
gereken calismalar yapilmistir. Tim genom analizinin genel akim semasi Sekil

3.11’de gosterilmistir.

Analizler tamamlandiktan sonra bakterilerin (Bacillus licheniformis, Salmonella
enterica ana ve MNNG, fosforik asit ve EtBr mutant bakterileri) fasta formatinda

elde edilmis ve Geneious Prime (https://www.geneious.com) programindan

yararlanarak analiz edilmistir (Sekil 3.12). Degerlendirme asamasinda ilk olarak
bakterilerin baz dizilimleri elde edilmistir. Buna gore Bacillus licheniformis’in
toplam sekans uzunlugu 4.136.989 baz cifti (bp) ve Salmonella enterica igin
toplam sekans uzunlugu ise 4.857.450 bp dir. Fasta formatinda elde edilen
yabanil tip (ana) ve mutant sekanslar1 Geneious Prime programinda “Aling
whole Genomes” sekmesinden yabanil tip bakteri sekanslarinin mutasyona
ugratilan bakteri sekanslar1 ile aligmentlar1 yaplmistir. Buna goére mutant
bakteri genomunda meydana gelen single niicleotide polymorphism (SNP)

bolgeleri tespit edilmistir.
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Sekil 3.12. Geneious Prime programi ara yuzii gorinimu

3.2.5. Surekli karistirmali tank reaktoér (CSTR) sistemi

CSTR’lar Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarim
Makinalar1 ve Teknolojileri Miihendisligi Bolimii Kompost ve Biyogaz
Arastirma Laboratuvarinda bulunmaktadir. CSTR reaktoérlerinin yapiminda 60
litrelik, sizdirmazlik contali ve metal gergeveli sikistirmali plastik variller
kullanilmistir. Bu varillere bir adet hammadde yiikleme vanasi, bir adet

fermente Uriinlin bosaltilmasi icin ¢ikis vanasi ve reaktorlerin tam bosaltilmasi
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ve acil durumlarda kullanilmak tlzere 3 adet kiiresel vana yerlestirilmistir.
Yukleme-bosaltma sirasinda hacimlerde degisimin engellenmesi icin giris-cikis
vanalari, tim reaktorlerde ayni noktalara konumlandirilmistir. Birbirinin ayni
olarak imal edilmis reaktorlerin (Sekil 3.13), iki adedi bir araya getirilerek bir

profil sase lizerine yerlestirilmistir.

Reaktorlerin plastik bidonlardan imal edilmis olmasi nedeniyle, metal baglanti
elemanlarinin (giris ve ¢ikis baglantilar1 ve kapak tlizerinde bulunan karistirici
baglantis1) montaji, reaktor alt tabaninda ve kapak i¢ ve dis ylizeyinde 6 mm
kalinlikli karbon c¢elik malzemeden destek plakalar1 kullanilarak yapilmistir.
Reaktor sicakliginin istenilen diizeyde tutulabilmesi icin yaklasik 5 m
uzunlugunda 25 mm dis ¢apinda plastik boru kullanilmistir. Bu plastik boru
reaktor icerisinde karistirici millere ve reaktor yiizeyine temas etmeyecek

sekilde konumlandirilmistir (Sekil 3.13).

Sistemde tUst kapaktan sizdirmazligi saglanmis miller yardimiyla, 3 dakika
calisip, 20 dakika duracak sekilde, devre tipi zamanlayici ile isletilen bir adet
karistirict mevcuttur. Karistiriciya gii¢ saglayan motor 90W giiciindedir. Reaktor
sicakliklari, reaktoriin dikey eksende orta noktasina, reaktdriin yan yiizeyine
yatay olarak yerlestirilen K tipi 1sil¢ift ile 6l¢ilmiistir. Sicaklik degerleri proses
kontrol cihazi (Ordel, AC771-00-00-2100) ile 37°C’de sabit tutulmustur. Sicaklik
degerlerinin sabit tutulmasi icin gerekli olan sicak su icin bir rezervuar sistemi
kullanilmis ve bu sistem icerisinde, rezistans isiticilar ve 1sitic1 sisteme bagh

devir daim pompasi kullanilmistir (Sekil 3.14).

Rezervuardaki su sicakliklarinin ve karistirma streleri kontrol ve sicaklik
Olcimi i¢in kullanilan elemanlarin (K tipi termocupl) bulundugu bir kontrol
paneli sisteme dahil edilmistir. Kontroller bu panel tlizerinden saglanmis ve

reaktor sicakliklari, anlik olarak gosterge panelinden takip edilebilmistir.

Reaktorden iretilen biyogaz, giinliik olarak olciilmiistiir. CSTR prosesinde
uretilen biyogaz icerigi CHs4 sensort (Draeger PIR7200) ve biyogaz analizori

(ETG MCA100 biogas analyser) ile belirlenmistir. (Sekil 3.9). Uretilen gazin
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hacimsel miktar1 Ritter markali 10 mL hassiyetli gaz sayaci kullanilarak el ile
Olcilmistir (Sekil 3.10). Gazin tahliyesi icin 40 L/dk kapasiteli KNF
(N026.1.2AN.18) marka vakum pompasi kullanimistir. Gaz Ornekleme
tamamlaninca gaz torbasi tekrar gaz sayact ve vakum pompasi ikilisine
baglanilarak hacimsel oOl¢ciim, gaz akisi durana kadar siirdirilmistir. Gaz
kompozisyonunun tespiti i¢in gecen siireler kaydedilmis ve vakum pompasi
yardimiyla Ritter’den elde edilen veriler tizerine eklenerek hacim hesabina dahil

edilmistir.

Sekil 3.13. CSTR'1n teknik ¢izimi ve tamamlanmis hali

Sekil 3.14. CSTR sistemi teknik ¢izim gérinimi
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CSTR sistemi isletme kosullar

Reaktorler aynmi sartlarda isletilmistir. Reaktorlere ayni malzeme (SG+Su
karisimi) ile aym1 miktarda ylkleme yapilmistir. Bu nedenle yiiklenen
malzemenin KM oranlari, OLR ve HRT degerleri aynidir. Otomasyon ile takip
edilen sicaklik (37°C) ve karistirma streleri (3 dakika ¢alisma-20 dakika
bekleme) de her reaktor icin ayni olacak sekilde ayarlanmistir. Calismanin bir
diger asamasi olan bakteri ilavesi ise ayni sivi besiyeri kullanilarak ve ayni
miktarda yapilmistir. Burada sadece besiyerlerinin bakterili veya bakterisiz
olmas1 ve bakteri ilavesi varsa Ana Bakteri - Mutant Bakteri ayrimi dikkate
alinarak yapilmistir. Siv1i besiyerleri bakteri 500 gram olacak sekilde
hazirlanmistir. Reaktorlerin herbirinden bosaltim (2 kilogram) ve yiikleme (1,5
kilogram SG+Su Karisimi) yapildiktan sonra kontrol reaktorlerine bakterisiz
besiyeri, Ana bakterili reaktorlere 24 saat inkiibe edilmis Salmonella enterica
bakterisi ve Mutant bakterili reaktorlere 24 saat inkiibe edilmis, Mutant

Salmonella enterica bakterisi 500’er gram olacak sekilde ilave edilmistir.

Sistem 153 giin boyunca isletilmis ve isletme sicaklig1 37+1°C segilerek giinliik
%8-%10 KM igerigine sahip Sigir Gulibresi — Su Karisimi yiiklemesi yapilmistir.
Karistiricillar 3 dakika acgik, 20 dakika kapali olacak sekilde ayarlanmistir.
Sistemin HRT’si sistem stabil hale gelene kadar 25 giin, bakteri ilavesi

basladiginda ise 20 giin olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.6. Metagenom

Metagenom analizleri CSTR sistemlerinde goérev yapan mikroorganizmalarin
zamanla olan degisimlerini tespit etmek amaciyla hizmet alimi ile yapilmistir.
CSTR sisteminde, bulunan mikroorganizma ¢esidi ve poptilasyonlarinin takip

edilmesi prosesin daha iyi anlasilmasi agisindan 6nemlidir.

Metagenomik calismalar genellikle 1500 baz uzunlugundaki 16S ribozomal RNA
geninin analiziyle yapilmaktadir. 16S ribozomal RNA (rRNA) gen bolgesinde 9
adet degisken bolge (V1-V9) bulunmaktadir (Cizelge 3.4). Tim 16S rRNA gen
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dizisini en iyi temsil ettiginden dolay1 V4-V6 bolgelerinin bakteri filogenetik
analizi i¢in en glivenilir bolge olduklar bildirilmistir (Yang vd., 2016). 16S rRNA
genlerinin korunmus bolgeleri icermesi, 16S rRNA genlerini mikrobiyota

calismalarinda oldukga kullanigh hale getirmistir (Turan vd., 2016).

Cizelge 3.4. V bolgeleri i¢in baslangi¢ ve bitis noktalar1 (Yang vd., 2016)

Degisken bolge Baslangig ve bitis
numarasl numaralari
V1 66-99

V2 137-142
V3 433-497
V4 576-872
V5 822-879
V6 986-1043
V7 117-1173
V8 1243-1294
V9 1435-1465

3.3. Analiz Yontemleri

3.3.1. Nem analizi

Numunelerin nem icerigi, etiiv yardimiyla (Memmert UN 110) gravimetrik
olarak (APHA Standart Method 2540 B yontemi) 105°C sicaklhikta agirhik

degisimi sabitlenene kadar tutulmasi ile belirlenmistir.

SM(%)=(A-B)/(A-D)x100 (3.2)

A: Kurutma isleminden 6nce numunenin dara ile birlikte agirlig: (gr)
B:Kurutma isleminden sonra numunenin dara ile birlikte agirlig: (gr)

D: Daranin agirhigidir (gr).

3.3.2. Organik madde (OM)

OM tayini, nem analizi icin kurutulan numunelerin Protherm Kamara (PLF

110/45) Laboratuvar Tipi kil firirninda APHA Standart Method 2540 E
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yontemine gore 550°C de 2 saat yakilmasi ile gerceklestirilmistir. Yakma
isleminden sonra numuneler desikatore alinarak oda sicakligina getirilerek
tartilmistir (APHA, 2017). OM tayini, deneme baslangi¢ karisimi, reaktorlerin
beslendigi SG+Su karisimi ve deneme sonlandirma asamalarinda yapilmistir.

OM degeri asagida verilen Denklem 3.3’e gore hesaplanmistir;

OM(%)= (A-B)/(A-D)x100 (3.3)

A: Yakma isleminden 6nce numunenin dara ile birlikte agirhig (gr)
B: Yakma isleminden sonra numunenin dara ile birlikte agirhigi (gr)

D: Daranin agirlhigidir (gr).

3.3.3. Hidrolik bekletme siiresi (HRT)

HRT, reaktér hacminin, glinliik yiiklenen materyal miktarina béliinmesi ile

hesaplanir (FNR, 2013).

HRT V& 3.4
Burada;

VR: Reaktor aktif hacmi (L),
VS: Gunliik yiiklenen hammadde hacmi (L/gtin),
HRT: Hidrolik bekleme siiresi (giin) dir.

3.3.4. Organik yiikleme orani (OLR)

OLR, reaktére birim zamanda ytiiklenen karisimin organik madde miktari olarak
ifade edilir. Reaktore yiiklenen kuru organik madde miktarinin, toplam reaktor

hacmine boliinmesiyle elde edilir (FNR, 2013).

R = (MS*OKM)

OL VR

(3.5)

Burada,
MS: giinliik yiiklenen hammadde miktari (kg/giin)
OKM: hammaddenin organik kuru madde igerigi (%)
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OLR: organik ytlikleme orani (kg OKM/m3 giin)

VR: reaktor hacmi (m3)

3.3.5. Hammadde 6zgiil metan iiretimi (HOMU)

HOMU, reaktore ait bir parametredir. Bu deger reaktére yiiklenen birim organik

maddeye karsilik iiretilen metan miktaridir (Gode, .2019)

146

HOMU = ————
(MS+OKM)

(3.6)
Burada,

VG: giinliik olarak iiretilen CH4 miktari (L),

Ms: giinliik ytiklenen hammadde miktar (kg)

OKM: hammaddenin organik kuru madde miktari (%)

HOMU: hammadde 6zgiil metan iiretimi (L CH4 /kg OKM)

3.3.6. pH

pH degerleri alinan sivi numuneler i¢cin direkt ve giinliik olarak pH metrede
(Milwaukee MW 105) okunmustur. pH o6l¢ciimii ana materyallerde, deneme

baslangici, reaktor besleme ve deneme sonlandirma asamalarinda yapilmistir.

3.3.7. Karbon ve azot tayini (C/N)

C/N degerleri, elementel analiz cihaz1 (Elementar Vario Macro Cube MAX CN)
yardimiyla tespit edilmistir. Islemler sirasinda, numuneler 960°C sicaklikta
yakilarak icerisinde bulunan elementlerin gazlastirilmasi saglanmis ve olusan
bu gaz bir aynistiricidan gecirilerek, gaz icerisindeki konsantrasyon termal
iletkenlik detektorii (TCD) yardimiyla kantitatif olarak belirlenmistir. Cihaz
Olctimlerde en fazla 150 mg C, 100 mg N tespit etme kapasitesine sahiptir. Nem
analizleri i¢in kurutulmus numuneler 6giitiilerek alliminyum ile sarilmis sekilde
cihazin haznesine yerlestirilmis ve cihazin otomatik olarak numuneleri almasi
ile analiz gergeklestirilmistir. Analizlerde kullanilan elementel analiz cihazina

ait gorsel Sekil 3.15’te verilmistir.
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Sekil 3.15. Elementar Vario MAX CN elementel analiz cihazi
3.3.8. KOI Analizi

Reaktoérlerde KOI gideriminin tespiti icin 60 giinliik deneme siiresi icinde 6
giinliik KOI analizi hem yiiklenen malzeme hem de ¢ikan fermente iiriin icin
APHA 1998 standart metod kullanilarak yapilmis ve prosesin KOI giderimleri
hesaplanmistir. Analizde parcalama c¢ozeltisi olarak potasyum dikromat-civa
sulfat c¢ozeltisi ve sulfirik asit-gimus sulfat karisim c¢ozeltisi hazirlanmis,
potasyum hidrojen ftalat (KHP) (HOOCCcH4COOK) stok KOI c¢ozeltisi
hazirlanarak 6n hazirhiklar tamamlandiktan sonra KHP stok c¢ozeltisiyle 100
mg/L’den 1000 mg/L'ye kadar derisimler hazirlanarak 600 nm’de
spektrofotometre (Hack DR6000) yardimiyla olcilmustir (Sekil 3.16). Bu
konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri kaydedilerek

spektrofotometreye girilmis ve standart egri olusturulmustur.

Burada 10 ml'lik cam siseler igerisine sirasiyla 1,5 mL potasyum dikromat-civa
siilfat ¢ozeltisi, 3,5 mL siilfirik asit-giimiis stilfat karisim ¢ozeltisi ve 2,5 ml KHP
stok ¢ozeltilerinden hazirlanan derisimlerden ilave edilmistir. Bu karisimlar 24
hiicreli termoreaktore yerlestirilerek 2 saat 148°C’de muamele gérmiistiir. Bu
islemlerden sonra standart egrinin hazirlanmasi icin KHP stok c¢ozeltisi,
analizler icin ise yiiklenen malzeme (1/100 seyreltilmis) ve reaktérden cikan
fermente triin (1/50 seyreltilmis) ilave edilmistir. Her 6rnek icin 3’er paralel

yapilmis ve ortalamalar alinarak hesaplamalar yapilmistir.
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Sekil 3.16. KOI analizi termoreaktérden ¢ikan numuneler ve Spektrofotometre
3.3.9. VFA analizi

Ucucu yag asidi (VFA) tayini KOI analizi yapilan numunelerde yapilmistir.
Analize baslamadan 6nce numuneler Eppendorf Centrifuge 5804 R marka
santrifiij cihazi ile 10 dk 10000 devir/dakika santrifiij edilmistir (Sekil 3.17).
Ardindan santrifiij edilen numunelerden 10 ml alinarak 500 mL’lik erlenlere
konulmustur. Uzerine 0,5 mL 1/1 H2S04 (Siilfiirik asit) ilave edilerek 500 mL'ye
tamamlanmistir. Bu karisimin icerisine manyetik balik atilmis ve 1siticili
manyetik karistiriciya geri sogutucu kolon baglanarak yerlestirilmistir (Sekil
3.18). Erlenlerdeki karisim kaynadikca olusan buharin toplanabilmesi i¢in geri
sogutucu kolon oniine bir sise konulmus ve olusan distilattan 150 mL alinarak
250 mllik erlenlere konulmustur. Icerisine 3 damla fenolftalein indikatérii
damlatilmistir. Onceden hazirlanmis 0,1 N NaOH ile titre edilerek harcanan
NaOH miktar1 kaydedilmistir. Bu analiz sonucunda degerler asetikasit olarak
elde edileceginden dolayi, derisimi bilinen asetikasit ¢ozeltisi icin de ayni
distilasyon ve titrasyon islemi yapilarak bir diizeltme faktorii elde edilmis ve

hesaplamalarda bu deger kullanilmistir.

Sekil 3.17. Numunelerin santrifiij isleminden sonraki gériiniimi
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Sekil 3.18. Distilasyon diizenegi ve titrasyon islemi

3.4. Istatistiksel Analizler

Veriler, Minitab 18 programi kullanilarak tek yonlii varyans (ANOVA),
regresyon ve Kkorelasyon analizleri yardimiyla degerlendirilmistir. Farklh
reaktorlerden alinan verilerin degerlendirilmesi icin Tukey testi kullanilmistur.
%95 gliven araliginda yapilan Tukey testlerinin sonuglar1 harf seklinde ifade
edilerek, ayn1 harfe sahip gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsiz

olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calismada, bakteri ilavesinin biyogaz prosesi uzerine etkilerinin incelendigi
calismalarin verildigi Cizelge 2.1 ve mutasyon islemlerinin enzim artislarina
neden oldugunu kanitlayan c¢alismalarin verildigi Cizelge 2.2'deki veriler
1s5181nda, biyogaz proseslerine uygun bakterilerin se¢ilmesi amaciyla CSTR
sisteminden 06zgin mikroorganizma izolasyonu yapilmis ve bu 6zgiin
mikroorganizmalarin mutasyonlar1 saglanarak enzim analizleri, BMP ve CSTR
denemeleri, Metagenom ve Tim genom analizleri yapilmistir. Yapilan bu
calismalarla “Enzim Uretim Verimleri Artirllan Mutant Bakterilerin Biyogaz

Prosesine Etkileri” arastirilmistir.

4.1. izole Edilen Bakterilerin Tiir Tespiti

izole edilen bakterilerin tiir tespiti bakteriyel 16S ribozomal RNA (rRNA)’ya
gore NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov )’dan eslenikleri tespit edilerek
yapilmistir. Buna gore izole edilen bakterilerin isimleri ve benzerlik oranlarn

asagida verilmistir.. Bu bakteriler su sekildedir:

— R1319-Yag (Yag-Ana): Bacillus licheniformis (Benzerlik orani: %99,86)
— R1319-Protein (Protein-Ana): Bacillus halotolerans (Benzerlik Orani:
%98,51)

— R1319-Saman(Saman-Ana): Salmonella enterica (Benzerlik Orani: %98,59)

4.2. Enzim Analiz Sonuglari

Calismada izole edilen ve mutajen kimyasal uygulanan tiim bakterilere enzim

analizi uygulanmistir.

4.2.1. Proteaz enzimi

Proteaz enzim analizinde (Cizelge 4.1), en yiiksek degerler sirasiyla; 2,236 ug/L

ve 2,220 ug/L degerleriyle Saman-EtBr (S-EtBr) ve Saman-MNNG (S-MNNG)
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isimli bakterilere aittir. Sonrasinda Yag-MNNG (Y-MNNG) (20,192 ug/L), Yag-
EtBr (Y-EtBr) (2,121 ug/L), Protein-MNNG (P-MNNG) (2,192 ug/L) ve Protein-
EtBr (P-EtBr) (2,121 ug/L) isimli bakteriler en ylksek enzim miktarina sahip

oldugu tespit edilmistir.

Her bir bakterinin kendi ana bakterilerisine gore kiyaslanmasinda ise Yag
bakterilerinin ilk li¢ sirasinda Yag-Nitrik Asit (Y-Nitrik), Y-MNNG ve Y-EtBr
bakterileri yer almaktadir. Protein bakterilerinde ana bakteriye gore siralamasi
ise P-MNNG, P-EtBr ve P-Fosforik Asit (P-Fosfor) bakterileri seklinde
siralanmistir. Son bakteri olan Saman bakterilerinde ise siralama S-EtBr, S-
MNNG, Saman-EMS (S-EMS) olarak belirlenmistir. Saman bakterilerinin
ardindan en yuksek proteaz enzimi Ureten bakteri olan Bacillus liceniformis
(Yag) bakterileri, Abbasi vd. (2020) tarafindan yapilan calisma ile benzerlik
gostermis ve proteaz lureten bakteriler icerisinde iist siralarda yer almistir.
Benzer sekilde Bacillus spp.’nin proteaz enzimi lretiminde etkili oldugunu
belirten Ugurluer (2022), Arzita vd. (2017) ve Sewalt (2016) yaptiklar

calismalarda benzer sonuclar elde edilmistir.

4.2.2. Seliillaz enzimi

Seliilaz enzim analiz sonuglar1 incelendiginde (Cizelge 4.1), en yiiksek deger
0,141 mg/mL degeri ile digerlerinden daha fazla enzim tlretmis olan Y-MNNG
isimli bakteriye ait oldugu belirlenmistir. Daha sonra sirasiyla Y-MNNG (0,096
mg/mL) ve ayn1 degerde olan S-MNNG (0,096 mg/mL) gelmektedir. S-Fosfor ve
P-EMS ise 0,094 mg/mL seliilaz enzimi tiretmistir. Seliilaz Gretimleri en yiiksek

iki bakteri, MNNG kimyasaliyla muamele edilmis bakterilerdir.

Her bir bakterinin kendi ana bakterilerine gore kiyaslanmasinda ise Yag
bakterilerinin ilk ii¢ sirasinda Y-MNNG, Y-Nitrik ve Y-EMS bakterileri yer
almaktadir. Protein bakterilerinde ise ana bakteriye gore P-EMS, P-EtBr ilk iki
siradayken tg¢linct sirayr P-MNNG ve P-Nitrik bakterileri paylagsmaktadir. Son
bakteri olan Saman bakterilerinde ise siralama S-MNNG, S-Fosfor ve S-EMS

olarak belirlenmistir. Yag bakterileri olarak isimlendirilen Bacillus liceniformis
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bakterilerinin seliillaz ve proteaz enzimi Uretimlerinde 6n siralarda olmasi
Mohammad vd., (2017) tarafindan yapilan ve Bacillus liceniformis bakterilerinin
seliilaz tretimlerinde yiliksek fenotip cesitliligi gosteren bakterilerden oldugunu

gosteren ¢alismayla benzerlik gostermektedir.

4.2.3. Lipaz enzimi

Lipaz analizinde (Cizelge 4.1) en yiiksek enzim tiretimi, 2329 ug/L ile P-EMS
isimli bakteride goriilmiis, ikinci sirada, 1693 ug/L ile S-Fosfor ve li¢iincii sirada

ise 1560 ug/L ile S-MNNG isimli bakteriler 6ne ¢ikmislardir.

Her bir bakterinin kendi ana bakterilerine gore kiyaslanmasinda ise Yag
bakterilerinin ilk iki sirasinda Y-MNNG ve Y-EtBr bakterileri yer almaktadir.
Protein bakterilerinde ana bakteriye gore siralamasi ise P-EMS, P-MNNG ve P-
EtBr bakterileri seklinde siralanmistir. Son bakteri olan Saman bakterilerinde

ise siralama S-Fosfor, S-MNNG ve S-EMS olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Proteaz, Seliilaz ve Lipaz enzimlerinin analiz sonuglari

Bakteri | Proteaz (Ug/L) Seliilaz (mg/mL) Lipaz (Ug/L)
Y-Ana 1,988 0,092 817
Y-MNNG 2,192 0,141 1182
Y-EtBr 2,121 0,085 1029
Y-EMS 1,764 0,089 630
Y-Fosfor 1,719 0,083 598
Y-Nitrik 2,193 0,093 456
P-Ana 1,872 0,086 746
P-MNNG 2,097 0,090 1123
P-EtBr 2,015 0,093 904
P-EMS 1,867 0,094 2329
P-Fosfor 1,990 0,087 761
P-Nitrik 0,618 0,089 645
S-Ana 1,907 0,093 939
S-MNNG 2,220 0,096 1560
S-EtBr 2,236 0,092 1116
S-EMS 1,968 0,093 1296
S-Fosfor 1,878 0,094 1693
S-Nitrik 0,301 0,089 745
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Enzim analizlerinden elde edilen veriler MNNG ve EtBr kimyasallarinin (bir kag
ornek hari¢) neredeyse tiim orneklerde enzim iiretim verimlerini artirdigini
gostermistir. Enzim uretimlerini olumsuz yonde etkileyen en basarisiz
kimyasallarin ise EMS, Nitrik Asit ve Fosforik Asit oldugu tespit edilmistir. Y-Ana
bakterilerine gére mutant bakterilerin enzim degisimlerinin verildigi Sekil 4.1
incelendiginde MNNG kimyasalinin proteaz, selillaz ve lipaz enzim liretim
verimlerini artirdigl, EtBr'in seliilaz enzimi disinda diger iki enzimin iiretim
verimliligini artirdigl, diger ii¢ kimyasaldan (EMS, Fosforik Asit ve Nitrik Asit)
ise sadece Nitrik Asitin proteaz enzim verimliligine olumlu etki sagladig1 diger

enzim Uretim verimlerinin olumsuz yonde etkilendigi anlagiimistir.

10 - I
0 - M Proteaz

10 | Y-MNNG \!'Br Evls Y'for Y-Nitrat g seliilaz

-20 — Lipaz

% Degisim

-30 I

-40 -

Y-Ana

Sekil 4.1. Y-Ana bakterilerine gore mutant bakterilerin enzim degisimleri (%)

P-Ana bakterilerine gore mutant bakterilerin enzim degisimlerinin verildigi Sekil
4.2 incelendiginde 5 kimyasaldan (MNNG, EtBr, EMS, Fosforik Asit ve Nitrik
Asit) sadece Nitrik Asit kimyasalinin, proteaz ve lipaz enzim liretim verimlerine
olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. EMS kimyasalinin Lipaz enzimine etkisi
disinda diger kimyasallar ¢ok yiiksek verim artislarina neden olmamakla

birlikte olumlu etkiler gostermistir.
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Sekil 4.2. P-Ana bakterilerine géore mutant bakterilerin enzim degisimleri (%)

S-Ana bakterilerine gore mutant bakterilerin enzim degisimlerinin verildigi Sekil
4.3 incelendiginde Sekil4.7’deki durumun benzeri sonuglar gorilmektedir.
Burada da Nitrik Asit kimyasalinin, proteaz ve lipaz enzim tlretim verimlerine
olumsuz etkilerinin oldugu ve lipaz enzim verimlerinin Nitrik Asit kimyasal
disinda diger 4 kimyasalin kullanimi ile en fazla artis gosteren enzim oldugu

tespit edilmistir.

M Proteaz

S-MNNG S-EtBr S-EMS S-Fosfor t

M Selllaz

W Lipaz

S-Ana

Sekil 4.3. S-Ana bakterilerine gore mutant bakterilerin enzim degisimleri (%)
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4.3. BMP Deneme Sonuglari

BMP, bakterilerin maksimum biyometan iretimlerinin ve biyogazin
kompozisyonu belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Labatut vd., 2011; Weinrich
vd., 2018; Bitrak, 2021).

4.3.1. BMP 6n denemesi

BMP denemelerine baslanmadan 6nce 36 BMP sisesinde si8ir glibresi ve asidan
olusan tek bir karisim ile deneme yapilmistir. Deneme, BMP reaktorleri/siseleri

arasinda biyogaz tiretim farkliliklarini belirlemek i¢in gerceklestirilmistir.

BMP denemesinde, ana deneme yapilmadan o6nce gergeklestirilen 6n
denemelerden elde edilen 6l¢iim sonuglar (Cizelge 4.2) istatistiksel agidan
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede Minitab18 programi kullanilmis ve
ANOVA testleri gerceklestirilmistir. On denemede farkh reaktorlerden elde
edilen verilerin degerlendirilmesi i¢cin Tukey testi kullanilmistir. Her bir reaktor
icin gerceklestirilen 3 6l¢im verileri, %95 giiven araliginda yapilan Tukey
testleri ile harf seklinde ifade edilerek, ayni harfe sahip gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsiz olarak kabul edilmistir. BMP deneme sonuglari
incelendiginde (Cizelge 4.3) 36 reaktor/siseden elde edilen metan mikarlarinin

arasinda istatistik olarak fark olmadig tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. BMP 6n deneme sonuglari

P 01.06.2020 04.06.2020
R/ 27.05.2020 (Ilk dl¢iim) (ikinci 6l¢iim) (Ugiincii 6l¢iim) Kiim.
Sise . D. . . p. | CHs
CH, | Hacim | CH4 CH. CH4 |Hacim| CH4 |D.CHs| CHs |[Hacim| CH4 CH. (L)
(%) | (L) | (L) (L) (%) | U | @ | @ [ (%) @ | @ (L)

R-1 | 43,0 | 831 |3,57|3,27|500| 97 |487| 446 |505| 7,09 | 3,6 | 3,28 |11,01

R-2 | 445 | 791 |3,52|3,22|503| 95 |476| 436 |508| 7,14 | 3,6 | 3,33 |10,91

R-3 | 445 | 796 |3,54|3,24|503| 95 |478| 438 |508| 7,24 | 3,7 | 3,37 |{10,99

R-4 | 442 | 7,89 |3,49|3,20/496| 98 |488| 447 |506| 7,11 | 3,6 | 3,30 |10,97

R-5|433 | 7,00 (3,03|2,78/496| 92 |456| 4,18 | 469 |11,10| 52 | 4,76 |11,72

D. CH4: Diizenlenen CHa
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Cizelge 4.2. BMP 6n deneme sonuglar1 (Devam)

27.05.2020 (ilk 6l¢iim)

01.06.2020 (ikinci

04.06.2020 (Ugiincii

R/ . olciim) = olciim) = l%:.]m
Sise | CH4 | Hacim | CH, cﬁ4 CH, |Hacim | CH, CH‘4 CH, | Hacim | CH, cﬁ4 (L)“
%) | (L) | () L) %) | (L) | () (L) %) | (L) | (L) (L)

R-6 | 445 809 |3,60(3,30|50,1| 10 [501|4,59|505| 7,25 | 3,7 |3,35 | 11,24
R-7 | 445 | 825 [3,67(3,36 (503 | 99 [4,99|4,57(509| 7,27 |3,7 3,39 | 11,32
R-8 | 443 | 815 [3,61(3,31[498| 99 [492|4,51(503| 7,39 |3,7 |3,41 11,22
R-9 |41,5]| 810 [3,36(3,08 (494 | 92 |452|4,14(50,7| 7,09 | 3,6 3,29 10,51
R-10 | 44,7 | 7,38 |3,30|3,02 494 | 10 |492|4,51|50,5| 7,25 | 3,7 |3,35| 10,88
R-11 | 44,8 | 8,06 |3,61|3,31|49,6| 10 |494|4,53|50,7| 7,40 | 3,8 |3,44| 11,27
R-12 | 44,7 | 831 |3,72|3,41 498 | 98 [4,89|4,48(509| 7,34 |3,7|3,42| 11,30
R-13 | 458 | 882 |4,04(3,70|496 | 11 |561|514(485| 6,50 | 3,2 |2,89| 11,73
R-14 | 455 | 8,85 |4,03|3,69|49,5| 12 |574|5:26|47,3| 8,10 | 3,8 | 3,51 | 12,46
R-15 | 451 | 896 |4,04(3,70|49,1| 11 |550(5,04 [47,6| 6,25 | 3,0 [2,73 | 11,47
R-16 | 44,6 | 7,66 |3,41|3,12|49,2| 12 |6,00|550 [485| 7,64 | 3,7 |3,39 | 12,01
R-17 | 46,0 | 9,54 |4,39|4,02|49,6| 12 |6,00|550 (487 | 7,48 | 3,6 |3,33 | 12,85
R-18 | 453 | 10,30 | 4,67 | 4,28 | 49,5 | 12 |594|5,44 483 | 7,67 | 3,7 |3,39 | 13,11
R-19 | 46,1 | 851 |3,92|3,59|49,5| 12 |579|530|48,6| 6,48 | 3,2 |2,89| 11,78
R-20 | 455 | 8,24 |3,75|3,44 (49,5 | 12 |[599|5,49 [484| 7,73 | 3,7 | 3,43 | 12,35
R-21 | 453 | 9,56 |4,33(3,97 492 | 12 |585]|536|47,6| 800 | 3,8 |3,49| 12,82
R-22 | 45,8 (10,40 |4,78|4,38 49,3 | 12 |597|547 (487 | 7,34 | 3,6 | 3,28 13,13
R-23 | 450 | 9,40 |4,23|3,88|49,2| 12 |581|532(483| 7,78 | 3,8 | 3,44 | 12,64
R-24 | 459 | 9,62 |4,41|4,04|494| 12 |588|539(483| 7,63 |3,7 (3,37 12,380
R-25 | 44,4 | 6,93 |3,08(282|51,0| 97 |496/|4,54|51,5| 7,06 |3,63,33]| 10,70
R-26 | 44,1 | 6,80 |3,00(275|50,6| 92 |467|4,28|51,3| 7,25 |3,7 |3,41]| 10,43
R-27 | 44,7 | 7,37 |3,30(3,02|50,8| 92 |466]|4,27|51,5| 7,32 |3,8345]| 10,75
R-28 | 44,7 | 7,46 |3,33(3,05|51,2| 94 |4,82|442|51,7| 7,27 |3,8|344]| 1091
R-29 | 44,1 | 7,84 |3,46|3,17|50,8| 95 |[481|441|51,1| 7,11 | 3,6 |3,33| 10,90
R-30 | 44,5 | 7,81 |3,47|3,18|50,4| 96 |4,84|443|51,6| 7,24 |3,7|3,42| 11,03
R-31 | 44,6 | 7,80 |3,48(3,19|50,7 | 93 |[4,71|4,31|515| 7,19 | 3,7 |3,39| 10,89
R-32 | 44,4 | 8,01 |3,55|3,25|50,7 | 9,8 [498|456(509| 7,37 | 3,8 3,44 | 11,25
R-33 | 451 | 824 |3,71(3,40(50,3| 9,0 |453|4,15|52,4| 7,58 | 4,0 |3,64| 11,19
R-34 | 44,7 | 7,14 |3,19(292|50,1| 9,6 |4,80|4,40|51,1| 7,40 | 3,8 |3,46| 10,78
R-35 | 44,6 | 8,07 |3,60(3,30(50,2| 99 |494|4,53|51,3| 7,24 | 3,7 |3,40] 11,22
R-36 | 438 | 8,16 |3,57(3,27|49,4| 9,7 |480]|4,40|50,8| 7,58 | 3,9 |3,53| 11,19

D. CH4: Diizenlenen CHa
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Cizelge 4.3. BMP 6n denemesi Tukey test sonucu

Reaktor N Ort. Grup |Reaktor N Ort. Grup |Reaktor N Ort. Grup
R-1 3 37 A R-13 3 39 A R-25 3 36 A
R-2 3 36 A R-14 3 42 A R-26 3 35 A
R-3 3 37 A R-15 3 38 A R-27 3 36 A
R-4 3 37 A R-16 3 40 A R-28 3 36 A
R-5 3 39 A R-17 3 43 A R-29 3 36 A
R-6 3 37 A R-18 3 44 A R-30 3 37 A
R-7 3 38 A R-19 3 39 A R-31 3 36 A
R-8 3 37 A R-20 3 41 A R-32 3 38 A
R-9 3 35 A R-21 3 43 A R-33 3 37 A

R-10 3 36 A R-22 3 44 A R-34 3 36 A
R-11 3 38 A R-23 3 42 A R-35 3 37 A
R-12 3 38 A R-24 3 43 A R-36 3 37 A

4.3.2. BMP denemesi

Yapilan 6n denemeden sonra BMP denemeleri (Deneme-1 ve Deneme-2)
kurulmustur. Bu denemelerde, bakterilerin kiimiilatif biyogaz metan tiretimleri
zamanin fonksiyonu olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7). iki
deneme yiritilmesinin sebebi BMP reaktorlerinin sayisinin 36 ile sinirl
olmasidir. Deneme-1 29 giin siirerken (Cizelge 4.4), Deneme-2 28 giin
surmiistir (Cizelge 4.5). Cizelge 4.4 incelendiginde, yapilan ilk 6l¢iim
sonuglarina gore (Deneme-1'in 5. giini ol¢iimleri) bakteri ilave edilmemis
(ancak tiim icerik bakimindan ayni) olan Kontrol (KNT) karisimi 6,82 L biyogaz
ve 2,97 L metan iiretirken, S-Ana-1 (1. denemedeki S-Ana bakterisi) bakterisi
8,46 L biyogaz ve 3,47 L metan, S-MNNG baktesi 8,45 L biyogaz ve 3,59 L. metan
miktarina sahip oldugu goriilmektedir. Kontrol’e gore S-Ana-1 bakterisi i¢in
biyogaz hacminde %19,42, metan miktarinda %14,52 ve S-MNNG isimli
bakteride biyogaz hacminde %19,30, metan miktarinda %17,42’lik bir artis
saglanmistir. Deneme-1'de 5. giinde yapilan 6l¢iimde en yliksek biyogaz miktari
S-Ana-1’e aittir. Daha sonra liretilen biyogaz hacimlerine goére; S-MNNG, S-EMS,
P-EMS, P-MNNG, P-Fosfor, S-Fosfor, P-Ana-1, Y-MNNG, Y-Fosfor, Y-Ana-1, Y-EMS

seklinde siralanmistir. Burada MNNG ile muamele yapilan bakterilerin
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digerlerine gore daha fazla biyogaz iliretmelerinin sebebi olarak, digerlerine

gore enzim tiretimlerinin fazla olmasi gosterilebilir.

ilk élciimden sonra alinan ikinci ve igiincii élgiimlerde bu artislar azalarak
devam etmistir. Ancak dordiincii o6l¢imden itibaren gaz retimlerinin
karsilastirildig1 Kontrol reaktorlerine gére daha az biyogaz hacmi elde edilmeye
baslanmistir. Degerler incelendiginde tiim deneme boyunca en Umitvari iki
bakteri olan S-Ana ve S-MNNG bakterileri bile olduk¢a diisiik tiretim
gerceklestirmigtir. Ilk ti¢ 6l¢iimde elde edilen artislar, Kontrol’e gore S-Ana-1
bakterisi i¢cin biyogaz hacminde %39,20, metan miktarinda %38,10 azalisa ve S-
MNNG isimli bakteride biyogaz hacminde %29,20, metan miktarinda %29,75’lik

bir azalisa doniismiistiir.

Yapilan son 6l¢timde ise Kontrol reaktoriine gore tiretilen biyogaz miktarlarinda
azalislar devam ederek, Kontrol'e gore S-Ana-1 bakterisi icin biyogaz hacminde
%?27,86, metan miktarinda %33,70 azalma ve S-MNNG isimli bakteride biyogaz
hacminde %21,77, metan miktarinda %?27,49'luk bir azalma ile deneme
sonunda, Kontrol, S-Ana-1 ve S-MNNG bakterileri tarafindan tiretilen biyogaz
hacimleri neredeyse esitlenmistir. Bunun sebebinin ise bakteri varlifinin,
sistemin hidroliz asamasini hizlandirmasi oldugu diisiiniilmektedir (Shen vd.,
2021; Kumar vd., 2021). Boylelikle substratin fazla oldugu ilk asamada kontrole
gore daha fazla biyogaz tiretilmis ve bakterilerin kullanacagi substratin azalmasi
ile normal anaerobik hizda ilerleyen kontrol reaktorlerinden daha az biyogaz
tiretmeye baslamistir. Sonuc olarak kiimiilatif degerler incelendiginde (Cizelge
4.4 ve C(Cizelge 4.5) son olcumle birlikte elde edilen kimilatif biyogaz
hacimlerinin Kontrol, S-Ana-1 ve S-MNNG icin neredeyse ayni olmasi bu
distinceyi kuvvetlendirmektedir. Kontrol reaktorlerinden daha az kiimiilatif
biyogaz hacmine sahip olan bakterilerin ise hidroliz asamasini1 yavaslatmasi

nedeniyle bu sonuclara ulasilmis olabilecegi ihtimali bulunmaktadir.
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Cizelge 4.4. Kumilatif biyogaz miktarlarinin zamanin fonksiyonu olarak
degisimi (L) (Deneme-1)

. Y- Y- | Y- P- P- | P- S- S- S-
GUN| KNT A‘ia' Fos. | MNG |EMS A‘ia' Fos. | MNG |EMS A';a' Fos. | MNG | EMS
ool o | o] ofo| oo ]| ofo|lo]| ol o]o

5 68 | 69 7,0 72 168 | 73 7,6 7,7 | 81 | 85 7,3 85 | 84

8 |141| 13,7 | 13,7 | 14,0 |14,1| 13,8 | 14,2 | 14,6 | 150 17,0 | 148 | 17,5 | 16,3

11 |22,2| 21,6 | 21,9 | 23,0 21,6 | 20,5 | 209 | 21,1 |21,9| 25,5 | 21,5 | 26,1 | 24,3

16 (329 30,6 | 319 | 32,1 |30,1| 29,6 | 30,1 | 31,1 |31,4| 346 | 299 | 34,4 |33,1

29 (416 37,4 | 39,0 | 385 |37,1| 355 | 36,3 | 38,2 |38,0| 41,4 | 37,2 | 41,5 | 399

Deneme-1 ve Deneme-2'den elde edilen kiimiilatif biyogaz ve metan degerleri
incelendiginde ikinci denemede elde edilen kiimiilatif biyogaz miktar1 Deneme-
1’den elde edilenlere kiyasla daha az oldugu belirlenmistir. Deneme-2 verileri
(Cizelge 4.5) kendi aralarinda siralandiginda ise Y-Et'e aittir. Sonrasinda

sirasiyla; Y-Nitrik, P-Ana-2, P-Nitrik, Y-Ana-2, S-Nitrik olarak siralanmaktadir.

Cizelge 4.5. Kimilatif biyogaz miktarlarinin zamanin fonksiyonu olarak
degisimi (L) (Deneme-2)

. S- S- S- P- P- P- Y- Y- Y-
GUN | KNT Ana-2 | EtBr | Nitrik | Ana-2 | EtBr | Nitrik | Ana-2 | EtBr | Nitrik
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 134 | 12,1 | 13,4 13,5 17,1 | 152 | 17,0 153 | 17,4 | 16,8

121 224 | 187 | 199 | 215 | 253 | 226 | 254 | 229 | 256 | 251

28 319 | 27,6 | 28,6 30,5 336 292 ] 335 30,7 | 34,6 | 34,2

Kiimilatif metan miktarlarinin verildigi Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7 Deneme-1'de
ve Deneme-2 verileri incelendiginde sadece P-Ana-2, P-Nitrik, Y-Nitrik ve Y-EtBr
bakterileri kontrol grubundan elde edilen kiimiilatif metan degerlerinden fazla
uretim gerceklestirmis olduklar1 goriilmektedir. Ancak, kiimiilatif biyogaz
verilerinde goriilen durum burada da tespit edilmistir. i1k yiiklemeden sonraki
birka¢ giinliik siirede oldukga aktif olan reaktorler, daha sonra aktiviteleri
azaldigindan dolayi, deneme sonunda islevsiz gibi goriinmiislerdir. Bunun en
biiylik sebebinin hidrolize edecek substratin azalmasi sonucunda ilk asamada

iyi performans sergileyen bakterilerin substratin azalmasina paralel olarak
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poptulasyonlarinin da azalmasi olarak diistiniilebilir. Burada ilk ol¢iimlerde
kontrole gore daha fazla metan iireten P-Fosfor, P-MNNG, P-EMS, P-EtBr, S-Ana-
1, S-Fosfor, S-MNNG, S-EMS, S-EtBr, S-Nitrik ve Y-Ana-1 bakterilerinin ilk iki
Olcimden sonraki metan {retimleri ¢ok diisik olmast bu tezi

kuvvetlendirmektedir.

Cizelge 4.6. Kiimiilatif metan miktarlarinin zamanin fonksiyonu olarak degisimi
(L) (Deneme-1)

GU KNT Aﬁ'a- Y- Y- Y- Alr)l-a- P- P- P- Afl-a- S- S- S-
N 1 | Fos. |[MNG | EMS | ™" | Fos. [ MNG | EMS | """ | Fos. | MNG | EMS

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

297 | 2,79 | 296 | 293 | 2,81 | 294 | 3,03 | 3,12 | 3,33 | 3,47 | 299 | 3,59 | 3,56

8 | 646 (6,08 |628 633|637 |609|618 6,39 |661| 769|666 |801|741

10,5 | 10,2 | 10,3 | 10,6 | 10,2 10,0 | 12,0 | 10,7 | 12,4 | 11,4

11 1 2 7 2 4 9,56 | 9,65 | 9,73 3 4 4 3 4

16 16,4 | 154 | 16,1 | 15,7 | 15,1 | 14,7 | 14,8 | 154 | 15,2 | 16,3 | 15,1 | 17,0 | 16,3
7 0 1 8 1 9 9 3 9 6 4 2 3

29 21,0 | 189 | 19,7 | 19,1 | 18,7 | 17,7 | 18,1 | 19,0 | 18,7 | 19,7 | 18,7 | 20,5 | 19,7

Cizelge 4.7. Kimiilatif metan miktarlarinin zamanin fonksiyonu olarak degisimi
(L) (Deneme-2)

N S-Ana- S- P-Ana- P- Y-Ana- Y-
GUN| KNT 2 |SEBT Nk [ 2 [PEBT | Niwik | 2 | VE®T| Nitrik
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 5,83 5,34 5,84 5,98 7,60 6,82 7,56 6,81 7,78 7,36

12 10,13 8,39 8,82 9,77 11,51 | 10,30 | 11,60 | 10,47 | 11,64 | 11,29

28 | 14,66 | 12,67 | 12,68 | 14,08 | 15,43 | 13,13 | 15,54 | 14,26 | 15,78 | 15,42

Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9 incelendiginde, Deneme-1'de Y-Ana-1 bakterileri ve
bunlarin mutantlarinda kontrol grubuna goére sadece ilk 6lciimde biyogaz
hacminde artislar go6zlenmistir. Sonraki 4 ol¢iimde iretilen biyogazin
hacmindeki azaliglar fazlalagsarak devam ettigi goriilmektedir. Bu durumlar
Protein ve Saman Ana ve Mutant bakterilerinde de gecerlidir. Fakat Saman
bakterileri icin Ol¢iilen degerler incelendiginde son o6l¢lime kadar Kontrol
grubuna gore fazla hacimde biyogaz Urettigi goriilmektedir. Deneme-2'de S-

Ana-2 bakterileri ve EtBr ve Nitrik asitle muamele yapilmis mutantlar1 negatif
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yonde seyreden biyogaz liretimi sergilemistir. Bu denemede ise Protein ve Yag
Bakterileri azalan bir artis gostermis ve P-EtBr mutanti ile Y-Ana-2 bakterileri
disinda negatiflik gériilmemistir. iki deneme sonuglar incelendiginde, Kontrol'e
gore en yliksek biyogaz tlireten bakterinin Y-Et bakterisi oldugu tespit edilmistir.
Daha sonra sirasiyla Y-Nitrik, P-Ana-2, P-Nitrik seklinde devam etmektedir.

Diger bakterilerde kayda deger sekilde olumlu bir etki gortiilmemistir.

Cizelge 4.8. Kumdilatif biyogaz miktarlarinin Kontrol'e gore % degisimi

(Deneme-1)
Y Y Y P P P S S S
GUN i i | Y-EMS " | P-Fos. i " | Ana- | S-Fos. i i
Ana-1| Fos. | MNG Ana-1| %% | MNG | EMS ';a 5| MNG | EMS
0 3 - - - - = - = i - - -
1,38 | 2,41 | 460 | 045 | 622 | 10,72 |11,51|16,11 19,42 | 6,42 |19,30 | 18,92
8 | -3,78 |-3,15|-1,08| -0,10 | -2,59 | 0,17 | 2,62 | 573 | 16,69 | 4,40 |19,11|13,47
11 | -3,00 |-1,53| 3,15 | -3,02 | -890 | -6,67 | -5,77 | -1,85 | 12,52 | -3,56 | 14,75 | 8,31
16 | -7,51 |-3,32(-2,79| -9,10 |-11,15| -9,51 | -5,84 | -4,79 | 4,93 |-10,04 | 4,23 | 0,51
29 |-11,06 | -6,65 | -7,99 | -11,93 | -17,06 | -14,35 | -8,91 | -9,36 | -0,43 | -11,67 | -0,22 | -4,09

Cizelge 4.9. Kiumilatif biyogaz miktarlarinin Kontrol'e goére % degisimi

(Deneme-2)
GUN | S-Ana- S- S- P-Ana- P- P- Y-Ana- Y- Y-
2 EtBr Nitrik 2 EtBr Nitrik 2 EtBr Nitrik
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

-10,44 0,34 0,90 21,75 | 1194 | 21,04 12,64 | 22,88 20,01
12 -19,61 | -12,36 | -4,05 11,81 1,15 11,97 2,59 12,77 11,03
28 -15,38 | -11,43 | -4,51 535 -9,04 501 -3,63 7,91 6,79

Cizelge 4.10 incelendiginde, Y-Ana-1 bakterileri ve bunlarin mutantlarinda
kontrol grubuna gore hicbir 6l¢limde metan hacminde artis gézlenmemistir. Bu
durumlar Protein ana bakteriler ve mutantlar1 icin benzerlik gostermis
olmasina ragmen ilk 3 6lciimde genel olarak pozitif yonde etkisi oldugu ve daha
sonra negatif etki gosterdigi tespit edilmistir. Saman Ana ve Mutant
bakterilerinde ise bu pozitif etki son iki 6lciime kadar siirmiis ve sonrasinda

negatif bir seyir izlemistir.
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Cizelge 4.10. Kimilatif metan miktarlarinin Kontrol’'e goére % degisimi

(Deneme-1)
Y- Y- Y- P- P- S- S- S-
GUN'| Ana-1| Fos. | MNG | YEMS | aApa-1 | PFOs-| yng |P-EMS A';a' S-Fos. | MNG | EMs
0 - - - - - - - - - - - -
5 | -601 |-0,26|-1,24| -545 | -0,72 | 2,24 | 510 | 10,90 14,52 | 0,76 |17,42 |16,80
8 | -6,13 |-2,73|-213| -1,50 | -6,01 | -4,54 | -0,98 | 2,23 [1595| 2,96 |1935 |12,80
11 | -2,74 [-1,37| 1,01 | -2,58 | -995 | -8,98 | -8,01 | -4,74 | 12,72 | 2,12 |15,44 | 8,14
16 | -7,00 |-2,27 | -4,40 | -9,07 |-11,40 | -10,66 | -6,75 | -7,73 | -0,69 | -8,77 | 3,24 | -0,91
29 |-10,89 | -6,26 | -9,77 | -12,46 | -18,50 | -16,05 | -10,46 | -12,07 | -6,38 | -12,33 | -2,09 | -6,58

Deneme-2’de (Cizelge 4.11) S-A-2 bakterileri, EtBr ve Nitrik asitle muamele
yapilmis mutantlar: ilk 6l¢limde pozitif etki gostermis olmasina ragmen daha
sonraki oOl¢limlerde negatif yonde seyreden metan iiretimi sergilemistir. Bu
denemede ise Protein ve Yag Bakterileri azalan bir artis gostermis ve P-Ana-2,
P-Nitrik, Y-EtBr ve Y-Nitrik bakterileri negatif etki gostermeden pozitif azalan
bir artis ile reaksiyonlarim siirdiirmiiglerdir. 1ki deneme sonuglar
incelendiginde, Kontrole gore en iyi metan tireten bakteri Y-Et bakterisi oldugu
tespit edilmistir. Daha sonra sirasiyla P-Ana-2, P-Nitrik, Y-Nitrik seklinde devam

etmektedir. Diger bakteriler fazla bir olumlu etki gosterememistir.

Cizelge 4.11. Kiimilatif metan miktarlarinin Kontrol'e gore % degisimi

(Deneme-2)
N S-Ana- S- P- Y- Y-
GUN | = o | SEBr | \iirik | P-Ana-2 | P-EtBr |\, o | Y-ADR2Z | pop | Nitrik
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 -9,15 0,19 2,53 23,40 14,47 | 22,88 | 14,43 | 25,07 | 20,82
12 | -20,71 | -14,83 | -3,71 | 11,94 1,60 | 12,60 3,26 12,99 | 10,23
28 | -15,62 | -15,57 | -4,07 5,03 -11,62 | 5,67 -2,75 7,18 | 4,96

Kurulan BMP denemesinde ilk denemede en timitvari olan iki bakteri olan S-
Ana-1 ve S-MNNG bakterilerinin ve ikinci denemede Y-EtBr, P-Ana-2, P-Nitrik,
Y-Nitrik bakterilerinin kontrol karisimina gore, dl¢ciimler arasi biyogaz tiretim
miktarlarinin farklarini gosteren Sekil 4.4 incelendiginde, ilk 6l¢iimde tiim

bakterin de %20 civarinda artis gosterdigi goriilmektedir. Bu artislar daha
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sonraki dlciimlerde Kontrol’e gore artis gostermis fakat son 6lgiimde cok fazla

azalma kaydederek kiimiilatif degerlerde son degerler neredeyse ayni olmustur.

25
s __20
%" X === S5-Ana
£ €15 _— — G
3 j%- \ S-MNNG
V b0
e & 10 P-Ana
o3 -
o ® e P-Nitrik
o d
£ E Y-EtBr
g 0 N L

1 2 3 e Y-Nitrik
-5 "
Olgiim Sayisi

Sekil 4.4. Y-EtBr, P-Ana-2, P-Nitrik, Y-Nitrik, S-Ana-1 ve S-MNNG bakterilerin
Kontrol'e gore (kiimiilatif Biyogaz biyogaz degisimi

Bu degisimler kiimiilatif metan degerlerinde de benzerlik gostermis ve Sekil
4.5'de de goruldigu tUzere son oOlcimde elde edilen 6lcim sonuglariyla

neredeyse ayni degerleriyle ulasilmistir.

30
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5= \ =—S-Ana
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2 e 5 P-Nitrik
- @©
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c S \\ e Y-EtBr
S 1 2 3
) e Y-Nitrik
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Olgilim Sayisi

Sekil 4.5. Y-EtBr, P-Ana-2, P-Nitrik, Y-Nitrik, S-Ana-1 ve S-MNNG bakterilerin
Kontrol'e gore kiimtilatif metan degisimi

Ozgiil biyogaz ve metan miktarlar1 kiyaslandifinda (Cizelge 4.12 ve Cizelge
4.13), diger degerlerde ytliksek oldugu gibi kontrol grubunun en iyi performans
gosteren grup oldugu ortaya cikmaktadir. Deneme sonunda kiimiilatif degerler

icin hesaplanan 6zgiil biyogaz ve metan miktarlarinin verildigi Cizelge 4.13
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incelendiginde, Kontrol’e gore tim bakterilerin daha dusik degere sahip
olduklari ve S-MNNG bakterilerinin kontrol reaktorlerinden elde edilen verilere

en yakin reaktor oldugu gorulmiusttr.

Ozgiil biyogaz iiretimi degerlendirildiginde (Cizelge 4.12), izole edilen ve
bunlarin mutant bakterileri arasinda en iyi performansi 0,503 L/g OM degeri ile
S-MNNG gostermistir. Diger pozitif etki gosteren bakteriler icerisinde S-Ana-1
ve bunlarin mutant bakterilerinin agirlikh oldugu gériinmektedir. Ozgiil biyogaz
tretimleri sirasiyla; S-EMS (0,484 L/g OM), S-Ana-1 (0,484 L/g OM), Y-Fosfor
(0,473 L/g OM), S-Fosfor (0,468 L/g OM), P-MNNG (0,463 L/g OM) ve P-EMS
(0,461 L/g OM) olarak tespit edilmisir.

Ozgill metan iiretim miktarlar1 kiyaslandiginda da benzer olarak, en iyi
performansi 0,250 L/g OM degeri ile S-MNNG gostermistir. Diger bakterilerde
sirasiyla 6zgil metan tlretim miktarlar;; Y-Fosfor (0,240 L/g OM), S-Ana-1
(0,240 L/g OM), S-EMS (0,239 L/g OM), Y-MNNG (0,233 L/g OM), P-MNNG
(0,231 L/g OM), Y-Ana-1 (0,230 L/g OM), P-EMS (0,227 L/g OM), S-Fosfor
(0,227 L/g OM), Y-EMS (0,226 L/g OM), P-Fosfor (0,220 L/g OM) ve P-Ana-1
(0,215 L /g OM) olarak tespit edilmisir.

Cizelge 4.12. Ozgiil biyogaz ve metan iiretim miktarlar1 (Deneme-1)

Ana Ana
o Kontrol'e | e | Bakteriye | Bakteriye Ozgiil Ozgiil
Kiimiilatif | ... . . gore . Gore Gore metan metan
iCERIK | biyogaz |KUMUatf) 7 im | 80re CHa | iilatif | kiimiilatif | dretimi | iretimi
CH4 (L) <. .. | degisimi .
(L) degisimi (%) biyogaz metan | (Lbiyogaz/g | (L cnsa/g
(%) degisimi | degisimi oM) OoM)
(%) (%)

As1 11,94 5,36 0,203 0,092
Kontrol 41,55 21,02 - - 0,504 0,255
Y-Ana-1 37,41 18,95 -11,06 -10,89 - - 0,453 0,230
Y-Fosfor 38,96 19,79 -6,65 -6,26 3,97 4,18 0,473 0,240
Y-MNNG 37,67 19,16 -10,31 -9,77 0,68 1,01 0,457 0,233
Y-EMS 37,12 18,70 -11,93 -12,46 -0,79 -1,42 0,450 0,226
P-Ana-1 35,50 17,75 -17,06 -18,5 - - 0,431 0,215
P-Fosfor 36,34 18,11 -14,35 -16,05 2,31 2,07 0,441 0,220
P-MNNG 38,16 19,04 -8,91 -10,46 6,96 6,79 0,463 0,231
P-EMS 38,00 18,76 -9,36 -12,07 6,58 5,43 0,461 0,227
S-Ana-1 39,87 19,76 -4,24 -6,38 - - 0,484 0,240
S-Fosfor 38,60 18,72 -7,68 -12,33 -3,30 -5,59 0,468 0,227
S-MNNG 41,46 20,59 -0,22 -2,09 3,85 4,03 0,503 0,250
S-EMS 39,92 19,72 -4,09 -6,58 0,14 -0,19 0,484 0,239
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Deneme-2’den elde edilen degerlere bakildiginda (Cizelge 4.13) Deneme-1’'den
elde edilen sonuglardan daha dustik oldugu acik¢a gorulmektedir. Bu durum
kullanilan substratin diger denemedekinden farkli olmasindan kaynaklanabilir.
Deneme-2 sonuglar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda, Kontrol’e gore pozitif etki
gostermis olan bakteriler oldugu goriilmektedir. Bu bakterilerden en ytliksek
katki saglayan %7,91 biyogaz ve %7,18 metan artis1 saglayan Y-EtBr
bakterileridir. Bunlarin disinda Y-Nitrik, P-Ana-2 ve P-Nitrik bakterileri de

biyogaz ve metan liretimlerinde pozitif yonde bir etki saglamistir.

Bu denemede bakterilerden P-EtBr bakterileri disinda tiim bakteriler kendi ana
bakterilerine kiyasla daha fazla biyogaz ve metan iiretmistir. Bunlarin icerisinde
kendi ana Dbakterilerine gore en yiiksek dUretim artislari, kontrol
kiyaslamalarinin aksine S-Nitrik bakterilerine aittir. Sonra sirasiyla; Y-EtBr, Y-

Nitrik, P-Nitrik ve S-EtBr seklindedir.

Cizelge 4.13. Ozgiil biyogaz ve metan iiretim miktarlar1 (Deneme-2)

Ana Ana Ozsiil
Kontrol’ | Kontrol’ | Bakteriye | Bakteriye Ozgiil me%an
Kiimiilati Kiimiilati e gore e gore Gore Gore metan iiretim
ICERIK | fbiyogaz hacim CH4 kiimiilati | kiimiilati | iiretimi .
f CH4 (L) o . . o . . . i(L
(L) degisimi | degisimi | fbiyogaz | fmetan | (Lbiyogaz/ /
(%) (%) | degisimi | degisimi | gOM) “3;4;5
(%) (%)
KNT 31,85 14,66 - - - - 0,423 0,194
Y-Ana-2 30,74 14,26 -3,63 -2,75 - - 0,408 0,190
Y-EtBr 34,58 15,78 7,91 7,18 11,13 9,66 0,459 0,210
Y-Nitrik 34,17 15,42 6,79 4,96 10,05 7,5 0,453 0,204
P-Ana-2 33,65 15,43 5,35 5,03 - - 0,447 0,205
P-EtBr 29,21 13,13 -9,04 -11,6 -15,2 -18 0,388 0,174
P-Nitrik 33,53 15,54 5,01 5,67 -0,36 0,67 0,445 0,206
S-Ana-2 27,60 12,67 -15,4 -15,6 - - 0,366 0,169
S-EtBr 28,58 12,68 -11,4 -15,6 3,42 0,04 0,379 0,169
S-Nitrik 30,48 14,08 -4,51 -4,07 9,42 9,99 0,405 0,187

Deneme-2’de 0zgill biyogaz ve metan iiretim miktarlar1 kiyaslandiginda,
Deneme-1'in aksine kontrol grubu diger bazi1 bakteri gruplarina gore diisiik
verimli calismistir. Deneme-2’de en iyi performans gosteren grup 0,459 L/g OM
biyogaz ve 0,210 L/g OM metan ireten Y-EtBr bakterileridir. Biyogaz
tretiminde siralama Y-Nitrik (0,453 L/g OM), P-Ana-2 (0,447 L/g OM) ve P-
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Nitrik (0,445 L/g OM) seklindeyken, metan miktarlar1 kiyaslandiginda siralama
tam tersine P-Nitrik (0,206 L/g OM), P-Ana-2 (0,205 L/g OM) ve Y-Nitrik (0,204
L/g OM) olarak belirlenmistir.

BMP denemeleri sonunda elde edilen veriler igerisinde 29 giinliik kiimitlatif
biyogaz ve metan Uretimleri Cizelge 4.14’te verilmistir. Cizelge incelendiginde
Kontrol karisiminin, kiimiilatif degerler olarak diger karisimlardan 6nde oldugu
anlasilmaktadir. Bunun yaninda Y-Fosfor bakterisinin, Kontrol ve S-MNNG
bakterisinden sonra en yiiksek CHs (metan) tlireten 3. bakteri oldugu tespit
edilmistir. Bu bakteri dikkatli incelendiginde enzim Uretimi ac¢isinda en diisiik
bakterilerden biridir. U¢ enzim analiz sonucu incelendiginde (Cizelge 4.19),
enzim uretimlerinde ilk on bakterinin icerisinde bulunmamaktadir. Ancak, 6zgiil
metan lretim miktar1 siralamasinda S-Ana bakterisi ile iiclincii sirada yer
almaktadir. Bu durum da bu biyogaz ve metan liretim artislarinin sadece enzim
tretimlerinden kaynaklanmayabilecegini, ayn1 zamanda mutajen kimyasallarin
bakterilerin ¢ogalma kinetigine de etki etmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu

nedenle bakteri sayimi yapilmis ve degerlendirilmistir (Cizelge 4.32).

Cizelge 4.14. Kiimiilatif biyogaz ve metan iiretim siralamasi

Kiimiilatif | Kimiilatif | Kimiilatif

hacim (L) CH. (L) CO(L)
Kontrol 41,59 21,02 15,69
S-MNNG 41,50 20,59 15,67
Y-Fosfor 38,96 19,79 14,8
S-Ana 41,38 19,76 14,89
S-EMS 39,94 19,72 14,93
Y-MNNG 38,48 19,16 14,36
P-MNNG 38,20 19,04 14,3
Y-Ana 37,38 18,95 14,1
P-EMS 38,02 18,76 14,02
S-Fosfor 37,21 18,72 14,17
Y-EMS 37,10 18,70 13,89
P-Fosfor 36,34 18,11 13,65
P-A 35,50 17,75 13,23

BMP denemelerinde paralel reaktorler arasindaki farkliliklarin tespiti icin

Minitab kullanilarak korelasyon testi yapilmistir. Test sonuglarn Cizelge 4.15.'te
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verilmektedir. Cizelge incelendiginde Y-Ana, Y-MNNG, P-Ana, P-EMS, S-Fosfor
reaktorleri arasinda farkliliklarin oldugu (P-value>0,05), bu reaktdrlerin disinda
kalan diger reaktorlerin paralelleri arasinda istatistik anlamlilik oranlarinin

yliksek oldugu (P-value<0,05) goriilmektedir.

BMP denemesinde yiiklemede kullanilan malzemeler ile deneme sonunda
siselerden alinan fermente iiriin ile yapilan OM analizlerinden elde edilen
veriler Cizelge 4.16’da verilmektedir. Burada giderim verimleri siralamasinda
ilk sirada yer alan S-EMS (%12,05) bakterilerinin oldugu siselerdir. Daha sonra
sirasiyla; Y-EMS, S-MNNG, Y-Ana, S-Ana, S-Fosfor ve Y-MNNG bakterileri
%10’dan fazla giderim saglamis, digerlerinin OM giderim verimleri %10’dan

diisiik oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.15. BMP denemesindeki paraleller i¢in korelasyon test sonucu

Icerik Reaktor Korelasyon Degeri Anlamlilik kat sayis: (P-
No value)
KNT 1-2:0,935 1-3:0,971 1-2:0,020 1-3:0,006
1-2-3 2-3:0,915 2-3:0,029
Y ANA 4-5-6 4-5:0,963 4-6:0,683 4-5:0,009 4-6:0,203
5-6:0,842 5-6:0,073
Y-FOSFOR 7-8-9 7-8:0,922 7-9:0,986 7-8:0,026 7-9:0,002
8-9:0,974 8-9:0,005
Y-MNNG 10-11-12 10-11:0,469 10-12:0,955 10-11:0,425 10-12:0,011
11-12:0,595 11-12:0,290
Y-EMS 13-14-15 13-14:0,867 13-15:0,937 13-14:0,057 13-15:0,019
14-15:0,899 14-15:0,038
P-ANA 16-17-18 16-17:0,951 16-18:0,144 16-17:0,013 16-18:0,817
17-18:-0,141 17-18:0,821
P-FOSFOR 19-20-21 19-20:0,867 19-21:0,937 19-20:0,002 19-21:0,001
20-21:0,899 20-21:0,012
P-MNNG 22-23-24 22-23:0,916 22-24:0,974 22-23:0,029 22-24:0,005
23-24:0,979 23-24:0,004
P-EMS 25-26-27 25-26:0,699 25-27:0,984 25-26:0,189 25-27:0,002
26-27:0,800 26-27:0,104
S-ANA 28-29-30 28-29:0,929 28-30:0,992 28-29:0,022 28-30:0,001
29-30:0,958 29-30:0,010
S-FOSFOR 31-32-33 31-32:0,329 31-33:0,760 31-32:0,589 31-33:0,136
32-33:0,859 32-33:0,062
S-MNNG 34-35-36 34-35:0,957 34-36:0,986 34-35:0,011 34-36:0,002
35-36:0,992 35-36:0,001
S-EMS 37-38-39 37-38:0,964 37-39:0,839 37-38:0,008 37-39:0,075
38-39:0,901 38-39:0,037
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Cizelge 4.16. OM giderim

Numune | Baslangi¢ organik | Bitis organik | Organik madde
Ad1 madde (%) madde (%) giderim (%)
S-EMS 79,34 70,81 12,05
Y-EMS 79,37 70,93 11,90
S-MNNG 79,59 71,88 10,72
Y-Ana 79,45 71,25 11,51
S-Ana 79,50 71,48 11,22
S-Fosfor 79,62 72,03 10,54
Y-MNNG 79,70 72,41 10,07
P-MNNG 79,74 72,64 9,78
KNT 79,77 72,75 9,65

(Baslangi¢ OM-bitis OM)/Baslangic OM= Organik madde giderimi (%)

Enzim analizleri ve BMP testlerinden elde edilen verilerin dogrulugunun
desteklenmesi amaciyla selektif besiyeri kullanilarak ¢ogalma hizinin tespiti
calismalar1 yapilmistir. Bunun i¢in bakterileri selektif besiyerlerinde (likid yag,
CMC ve Na-caseinat) 24 saat inkiibasyonda birakilmis ve siire sonunda olusan
zon c¢aplan 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.6). Olciilen caplar Cizelge 4.17’de verilmistir. Bu
zonlardan en biiyiik olan iki tanesi 36 mm ile S-Fosfor ve S-MNNG bakterileridir.
Bu degerler, diger verilerle (Enzim analizi, 6zgil metan lretim miktarlar)
kiyaslandiginda S-MNNG bakterisi i¢in elde edilen verilerde uyum saglandig:

gorulmustir.

Cizelge 4.17. Bakterilerin petri kaplarindaki ¢aplari

Ort Ort
Bakteri Cap | Ortcap Cap cap Bakteri Cap cap
Ad1 (mm) | (mm) | Bakteri Ad1 | (mm) | (mm) Ad1 (mm) | (mm)
Y-Ana-1 7 P-Ana-1 16 S-Ana-1 15
Y-Ana-2 6 6,5 P-Ana-2 15 155 S-Ana-2 15 15
Y-Fosfor-1 0 0 P-Fosfor-1 22 25 S-Fosfor-1 40 36
Y-Fosfor-2 0 P-Fosfor-2 28 S-Fosfor-2 32
Y-MNNG-1 | 17 16.5 P-MNNG-1 33 35 S-MNNG-1 35 36
Y-MNNG-2 | 16 ’ P-MNNG-2 37 S-MNNG-2 37
Y-EtBr-1 17 P-EtBr-1 19 S-EtBr-1 16
Y-EtBr-2 18 17,5 P-EtBr-2 16 17,5 S-EtBr-2 0 16
Y-EMS-1 12 P- EMS-1 34 S-EMS-1 21
Y-EMS-2 11 11,5 P- EMS-2 27 30,5 S-EMS-2 35 28
Y-Nitrik-1 11 115 P-Nitrik-1 29 295 S-Nitrik-1 9 9
Y-Nitrik-2 12 ’ P-Nitrik-2 30 ’ S-Nitrik-2 9
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Sekil 4.6. Bakteri ¢aplarinin tespiti calismalari

Ozgiill metan iiretimlerinin kiyaslanmasi, bakterilerin iirettikleri biyogazdan
elde edilebilecek enerji degerinin hesaplanmasinda 6nemli bir parametre
oldugundan (Ertop vd., 2019), timitvari bakteriler arasindan se¢im yapilirken
bu degere (6zgil metan miktar1) gore siralama yapilmasi ve sec¢imin bu
siralamaya gore yapilmasi onemlidir. Bakteri zon c¢aplari, 6zgil biyogaz ve
metan miktarlar1 kiyaslamasi yapilan Cizelge 4.18 incelendiginde, S-MNNG
bakterilerinin yapilan zon analizlerinde, 6zgiil biyogaz hacmi liretiminde ve
metan tUretiminde ilk sirada yer aldigi gorilmektedir. Fakat zon ¢ap1
siralamasinda ilk sirada yer alan S-Fosfor bakterileri biyogaz tlretiminde 5.

sirada, metan liretiminde ise 9. sirada yer almaktadir.

Zon c¢ap1 siralamasinda 2. sirada olan P-MNNG bakterileri; biyogaz ve metan
uretiminde 6. sirada yer almaktadir. Zon c¢api siralamasinda 3. sirada olan P-
EMS bakterileri; biyogaz liretiminde 7. sirada ve metan tiretiminde 8. sirada yer
almaktadir. Zon ¢ap1 siralamasinda 4. sirada olan P-Nitrik bakterileri; 6zgiil
biyogaz ve metan iiretiminde ilk 11’de yer alamamistir. Zon ¢ap1 siralamasinda
5. sirada olan S-EMS bakterileri; biyogaz iiretiminde 2. sirada ve metan
tretiminde 4. sirada yer almaktadir. Zon ¢api siralamasinda 6. sirada olan P-
Fosfor bakterileri; 6zgiil biyogaz ve metan lretiminde 11. sirada yer almaktadir.
Zon cap1 siralamasinda 7. sirada olan P-EtBr bakterileri; 6zgiil biyogaz ve metan
tretiminde ilk 11°de yer alamamistir. Zon c¢api siralamasinda 8. sirada olan Y-

MNNG bakterileri; biyogaz iliretiminde 8. Sirada yer almaktayken, metan
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uretiminde ilk 11’de yer alamamistir. Zon ¢ap1 siralamasinda 9. sirada olan S-
EtBr bakterileri; biyogaz ve metan turetiminde ilk 11’de yer alamamistir. Zon
cap1 siralamasinda 10. sirada olan P-Ana bakterileri; 6zgiil biyogaz ve metan
tretiminde ilk 11'de yer alamamistir. Zon ¢ap1 siralamasinda 11. sirada olan S-

Ana bakterileri; 6zgiil biyogaz ve metan liretiminde 3. sirada yer almaktadir.

Cizelge 4.18. Bakteri zon c¢aplari, 6zgiil biyogaz ve metan miktarlar: kiyaslamasi

Zon ¢cap1 | Bakteri Biyogaz | Bakteriisim Metan Bakteri isim
siralama | isim Uretim Uretim
Siralama Siralamasi

1 S-Fosfor ve 1 S-MNNG 1 S-MNNG

S-MNNG (0,503 L/g OM) (0,250 L/g OM)

(36 mm)
2 P-MNNG 2 S-EMS 2 Y-Fosfor

(35 mm) (0,484 L/g OM) (0,227 L/g OM)
3 P-EMS 3 S-Ana 3 S-Ana

(30,5 mm) (0,484 L/g OM) (0,240 L/g OM)
4 P-Nitrik 4 Y-Fosfor 4 S-EMS

(29,5 mm) (0,473 L/g OM) (0,239 L/g OM)
5 S-EMS 5 S-Fosfor 5 Y-MNNG

(28 mm) (0,468 L/g OM) (0,233 L/g OM)
6 P-Fosfor 6 P-MNNG 6 P-MNNG

(25 mm) (0,463 L/g OM) (0,231 L/g OM)
7 P-EtBrve 7 P-EMS 7 Y-Ana

Y-EtBr (0,461 L/g OM) (0,230 L/g OM)

(17,5 mm)
8 Y-MNNG 8 Y-MNNG 8 P-EMS

(16,5 mm) (0,457 L/g OM) (0,227 L/g OM)
9 S-EtBr 9 Y-Ana 9 S-Fosfor

(16 mm) (0,453 L/g OM) (0,227 L/g OM)
10 P-Ana 10 Y-EMS 10 Y-EMS

(15,5 mm) (0,450 L/g OM) (0,226 L/g OM)
11 S-Ana 11 P-Fosfor 11 P-Fosfor

(15 mm) (0,441 L/g OM) (0,220 L/g OM)

Enzim analizlerinin karsilastirildig1 Cizelge 4.19 incelendiginde; Protez enzim
artisinda birinci sirada olan S-EtBr bakterileri Lipaz iliretiminde 10. sirada,
Seliilaz uretiminde ise ilk 10’a girememis durumdadir. Protez enzim artisinda
ikinci sirada olan S-MNNG bakterileri Lipaz iiretiminde 4. sirada, Seliilaz
tretiminde ise 6. sirada yer almaktadir. Protez enzim artisinda tlg¢linci sirada
olan P-MNNG bakterileri Lipaz liretiminde 5. sirada, Seliilaz liretiminde ise 4.
sirada yer almaktadir. Protez enzim artisinda dordiincii sirada olan Y-Nitrik
bakterileri Lipaz liretiminde de 3. sirada, Seliilaz liretiminde ise 9. sirada yer
almaktadir. Protez enzim artisinda besinci sirada olan Y-MNNG bakterileri

Lipaz Uretiminde 6. sirada, Seliilaz liretiminde ise 1. sirada yer almaktadir.
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Protez enzim artisinda altinci sirada olan P-EtBr bakterileri Lipaz tiretiminde 9.
sirada, Seliilaz tretiminde ise 3. sirada yer almaktadir. Protez enzim artisinda
yedinci sirada olan Y-EtBr bakterileri Lipaz iiretiminde 8. sirada, Seliilaz
tretiminde ise ilk 10’a girememis durumdadir. Protez enzim artisinda sekizinci
sirada olan P-Fosfor bakterileri Lipaz tUretiminde ilk 10’a girememis, Seliilaz
tretiminde ise 7. sirada yer almaktadir. Protez enzim artisinda dokuzuncu
sirada olan S-EMS bakterileri Lipaz iiretiminde 7. sirada, Seliilaz liretiminde ise
10. sirada yer almaktadir. Protez enzim artisinda onuncu sirada olan P-MNNG
bakterileri Lipaz ve Seliilaz liretiminde 5. sirada, Seliilaz liretiminde ise 4. sirada
yer almaktadir. Proteaz enzim tlretiminde ilk 10’a girememis olan P-EMS
bakterileri Lipaz iiretiminde 1. sirada, Seliilaz iiretiminde ise 2. sirada yer
almaktadir. Ayn1 sekilde Proteaz enzim tretiminde ilk 10’a girememis olan S-
Fosfor bakterileri Lipaz liretiminde 2. Sirada, Seliilaz iiretiminde ise 8. sirada

yer almaktadir.

Cizelge 4.19. Izole edilen bakterilerin enzim iiretim verimlerinin kiyaslanmasi

Proteaz | Ana bakteriye Lipaz Ana bakteriye Seliilaz Ana bakteriye
Uretim gore artis Uretim gore artis Uretim gore artis
siralama siralama siralama
1 S-EtBr 1 P-EMS 1 Y-MNNG
(%16,00) (%67,98) (%35,16)
2 S-MNNG 2 S-Fosfor 2 P-EMS
(%15,42) (%44,52) (%8,84)
3 P-MNNG 3 Y-Nitrik 3 P-EtBr
(%10,72) (%42,39) (%8,37)
4 Y-Nitrik 4 S-MNNG 4 P-MNNG
(%10,30) (%39,79) (%4,55)
5 Y-MNNG 5 P-MNNG 5 P-Nitrik
(%9,31) (%33,60) (%4,15)
6 P-EtBr 6 Y-MNNG 6 S-MNNG
(%7,10) (%30,90) (%3,12)
7 Y-EtBr 7 S-EMS 7 P-Fosfor
(%6,29) (%27,56) (%1,75)
8 P-Fosfor 8 Y-EtBr 8 S-Fosfor
(%5,93) (%20,62) (%1,47)
9 S-EMS 9 P-EtBr 9 Y-Nitrik
(%4,59) (%17,53) (%0,50)
10 P-MNNG 10 S-EtBr 10 S-EMS
(%0,29) (%15,88) (%0,15)

BMP testlerinden elde edilen veriler, sistem igerisindeki hidroliz bakterilerinin
ilk asamada gorevlerini ¢ok iyi bir sekilde yerine getirdikleri ve daha sonra

katabolize edecek malzeme azalmasindan dolay1 popiilasyonlarinda azalma
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meydana gelerek etkinliklerini kaybettiklerini diistiniilmektedir. Bu diistincenin
dogrulugunun tespiti icin CSTR denemesi kurulmasi kararlastirilmistir. CSTR
sisteminde kullanilacak bakterinin secimi icin elde edilen; enzim analiz
sonu