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OZET

Nehirlere veya gollere yiiksek azot desarji, asir1 alg biiyiimesine yol agtigindan
dolay1 su kalitesinde bozunmalara yol agmaktadir. Diisiik aritma maliyetinden dolay1
biyolojik azot giderimi temel olarak iki asamada gerceklesmektedir. Birinci asama,
amonyumun nitrat ve nitrite oksidasyonunu kapsayan nitrifikasyon prosesidir. BOI
oksidasyonu/nitrifikasyon prosesinde hetetrof ve oOtotrof bakteriler arasindaki rekabet,
hetetroflarin biiylime hizlarmm daha yiiksek olmasindan dolayr nitrifiyeleri olumsuz
etkilenmektedir. Daha iyi bir azot giderimi i¢in, denitrifikasyon dncesinde nitrifikasyon

prosesinin basarili bir sekilde gerceklesmesi gerekmektedir.

Hidrofobik gaz transfer membranlarmin kullanildigi membran biyofilm reaktorii
(MBfR)’nde, kabarciksiz gaz diflizyonundan dolayi, oksijen elektron alic1 olarak
biyofilmdeki nitrifiyeler tarafindan etkili bir sekilde kullanilmistir. Bu ¢alismada, oksijene
dayali MBfR reaktoriinde farkli oksijen basinci ve amonyum yiikleri altinda nitrifikasyon
prosesi detayl1 olarak incelenmistir. Bu amagcla sistemde, biyofilm olustuktan sonra oksijen
basinc1 6 psi’den 0,5 psi’ye kadar kademeli olarak indirilmistir. Diger taraftan hidrolik
bekleme siiresi de 1-7,5 saat araliinda degistirilmistir. 0,5 psi’de optimum bekleme siiresi
2,5 saat olarak belirlenmistir. Amonyum yiikii 4,4 g N/m’-giin oldugunda tam nitrifikasyon
gergeklesmistir. Bu durumda nitrifikasyon hizi ortalama 3,98 g N/m’-giin ve oksijen akis1
92 g Oz/mz-gi'm olarak belirlenmistir. PCR-DGGE teknikleri ile sistemdeki etkin

mikroorganizma tiirleri de belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Membran Biyofilm Reaktorii, Nitrifikasyon, Mikrobiyal Ekoloji
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SUMMARY

Effect of Gas Pressure And Ammonium Loading on Nitrication in O,— Based

Membrane Biofilm Reactor

Discharge of high nitrogen loading to rivers and lakes causes a severe reduction in
water quality due to the excess algae growth. Biological nitrogen removal processes(BNR)
has advantages due to its lower cost. BNR take places basically at two steps. First step is
nitrification including oxidation of ammonium to nitrite and nitrate. Second step is also
denitrification process including reduction of oxidized nitrogen to nitrogen gas. In the
BOD oxidation/Nitrification process, the competition between heterotrophic and
autotrophic bacteria affects adverse nitrifies because the specific growth rate for
autotrophic bacteria is lower than that for heterotrophic bacteria. For beter nitrogen
removal, nitrification process prior to denitrification is required to be performed

successfully.

Providing that hydrophobic gas transfer membranes were used as a biofilm supporting
material, the gas (oxygen) as electron acceptor is utilized completely by microorganisms
because it reached to biofilm with bubble-less gas diffusion in the membran biofilm reactor
(MB1R). In this study, nitrification process was investigated on detailed under different
oxygen pressures and ammonium loadings. For this purpose, the oxygen pressure was
gradually decreased from 6 to 0.5 psi after biofilm formed in the system. The hidrolic
retention time was also varied in the range of 1.0-7.5 h. at the O, pressure of 0.5 psi, the
hydrolic retentaion time was found to be 2.5 h. A complete nitrification occured in the case
of 4.4 g N/m’-d. In this case, nitrification rate and oxygen flux were 3.98 g N/m’-d and 9.2
g O,/m’-d, respectively. In addition, the microbial ecology was defined using PCR-DGGE
technique.

Key words: Membrane Biofilm Reactor, Nitrification, Microbial Ecology
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1. GIRIS

Evsel atiksu artiminda kullanilan membran biyofilm reaktoriin  daha 1yi
anlasilabilmesi i¢in ¢ok ¢esitli modeller Onerilmistir. Onerilen biyolojik modeller,
membran biyofilm reaktordeki yiiksek biyokiitle konsantrasyonunda gerceklesen
nitrifikasyon ve denitrifikasyon proseslerini agiklamakta yetersiz kalmaktadir. Bunun
Otesinde, membran biyofilm reaktdrlerin eszamanli nitrifikasyon ve denitrifikasyon
kapasitesi de heniiz tam agiklanabilmis degildir. Dinamik modelleme ile kalibre edilmis
modellerin membran biyofilm reaktorler icin adapte edilip uygulanmasi ileride 6nem

verilmesi gereken bir husustur.

Azot, karbonlu organik maddelerin biyolojik aritimi sonucu flretilen biyokiitlenin
onemli bir bilesenidir. Biitlin biyolojik atiksu aritma sistemlerinde olusan ¢amurlarin
biinyesinde belli miktar azot bulunur. Organik azot, bir¢ok atiksu icerisinde bulunabilen ve
bir kism1 biyolojik olarak pargalanabilen partikiiler bilesendir. Evsel atiklarda proteinler,

iire ve lirik asit en 0nemli azot bilesikleridir (Karshioglu, 2004).

Atiksulardan azot giderimi amaciyla fiziksel ve kimyasal gesitli aritma teknolojileri
(hava ile siyirma, iyon degisimi, kirilma noktasi klorlamasi) kullaniliyorsa da bu aritma
teknolojilerinin kimisinin ekonomik olmamasi kimisinin ise kirleticiyi yok etmekten ¢cok
sadece bir fazdan baska bir faza tasimasi biyolojik aritma (nitrifikasyon-denitrifikasyon)
alternatifini 6n plana c¢ikarmaktadir. Biyolojik niitrient giderimi, hem evsel hem de
endiistriyel atiksu aritiminda, giderek yaygmlagmaktadir ve giin gectikge biyolojik aritma
sistemleri en ¢ok kullanilan sistemler haline gelmistir (Wang, 2000). Biyolojik aritmanin
daha cok tercih edilmesinin sebebi, hem daha ucuz olmasi hem de istenmeyen yan
iirlinlerin olusumuna sebebiyet vermemesidir (Rostron, 2000). Son yillarda gergeklestirilen
membran biyofilm sisteminde klasik biyofilm sistemlerinden farkli olarak, elektron alic1 ve
elektron vericilerin zit yondeki hareketi nedeniyle biyofilm kopmalarimi1 azaltmakta ve

daha etkin bir biyofilm sistemi olugmaktadir.

Bu tez calismasinda, azot gideriminde anahtar rol oynayan nitrifikasyon prosesinin
MBH1R sistemindeki mekanizmasi detaylandirilmistir. Bu amagla, farkli oksijen basincinda

farkli amonyum konsantrasyonlar1 ve hidrolik bekletme siirelerinde nitrifikasyon kapasitesi



izlenmistir. Organik madde varliginda ve yoklugunda nitrifikasyon kapasitesi yaninda

oksijen akisi, nitrifikasyon hizi, biyofilmdeki mikrobiyal tiir tanimlamasi yapilmistir.

Bu tez TUBITAK 111Y005 nolu proje kapsaminda gergeklesmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Canlilarin biliytime ve gelismeleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 elementler dogada dongi
halinde bulunurlar. Bu elementlerden denizde bulunan azot bilesikleri amonyak, nitrit,
nitrat gibi bazi inorganik olanlar1 partikiiller halinde mikroorganizmalarda devamli dongii

halindedir.

Gerek canli biinyesinde, gerek besin maddelerinde ve 6lii organizmalarda bulunan
azot, baz1 oksidasyon asamalarindan gecer. Burada amag, organik azot bilesiklerinin ¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilir hale getirilmesidir. Cevrimdeki asamalar
molekiiler azotun baglanmasi, amonyaklasma, nitrifikasyon ve denitirifikasyon seklindedir.
Molekiiler azotun baglanmasi atmosferdeki azotun kullanilmas1 seklinde olur.
Amonyaklagsma siireci i¢inde olusan amonyum iyonlar1 bir yandan bitki besin maddesi
olarak tiiketilir, 6te yandan oksijen ve diger parametrelerce optimum sartlarm saglandigi
ortamlarda belirli kemolithototrof organizmalar tarafindan nitrit ve sonrasinda nitrata
yiikseltgenirler. Bu olay azot dongiisiiniin en Onemli asamasi olan nitrifikasyondur.
Doniisiimde azotun biiyiik bir kismi fitoplanktonlarca asimile edilerek tekrar organik azot
bilesiklerine doniistiiriiliir. Nitrifikasyon olayindan sorumlu hem karasal hem sucul

bakterilerin hepsi Nitrobacteraceae familyasima aittir.

Nitrobacteraceae familyasi ile ilgili calismalar Schloesing ve Muntz’un nitrifikasyon
bakterilerinin varligimi nitrifikasyona olan katkilarini1 bulmalar: ile baslamistir. Helene ve
Sergei Winogradsky bu bakterileri saf kiiltiir halinde ilk defa izole etmisler ve taksonomik
olarak smiflandirilmislardir. Alexander ve arkadaslari nitrifikasyon bakterilerinin
fizyolojik ve biyokimyasal karakteristikleri, mekanizmadaki islevleri, hiicre goriiniimleri
hakkinda olduk¢a ayrintili bilgiler vermislerdir. Yoshida 6zellikle denizsel
nitrifikasyondan sorumlu bakteriler iizerine ¢calismalar yapmistir. Daha sonra Watson bu
bakterileri taxonomik olarak Nitrobacter, Nitrosococcus, Nitrospina, Nitrosolobus,

Nitrosomonas, Nitrococcus, Nitrosospina seklinde 7 genus altinda toplamistir.

Nitrifikasyon olayr esnasinda ortaya c¢ikan enerji olduke¢a diisiiktiir. Bu nedenle
Nitrosococcus ve Nitrobacter olduk¢a yavas biiyiirler. Jenerasyon siirecleri 8-12 saattir.
Inkiibasyon ise ancak 40-45 giinde tamamlanir. Bu siire nitrifikasyon bakterilerinin

gelismelerinin en yiiksek noktaya ulastigi periyottur.



Yiizeysel sularda azot degisim siireci mikrobiyolojik oldugu kadar bir dizi abiyotik
faktorlerce de etkilenir. Bunlarin en O6nemlileri; su sicakhifi, ¢6ziinmiis oksijen, nitrat,
nitirit, ortofosfat gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin artmasi veya azalmasi durumda ortamda

ve besin piramidinde ¢esitli degisiklikler olabilir.
2.1. Azot formlan ve Nitrifikasyon Siireci

Genellikle Nitrobacter grubunun spesifik biliyiime katsayisinin Nitrosomonas
grubunkinden daha biiyiik oldugu kabuledilir. Bu nedenle de sistemde nitrit birikimi pek
gozlenmez ve Nitrosomonas grubunun biiylimehizi toplam reaksiyonu kontrol eder yani

hiz belirleyici asama amonyumun nitrite doniisiimiidiir (Eckenfelder, 1989).

Nitrifikasyon bakterileri, Nitrosomonas ve Nitrobacterler, karbondioksiti karbon
kaynag1 olarak kullanan, enerjiyi NH; ve NO, oksitlenmesinden saglayan aerobik ve
kemoototrofik mikroorganizmalardir (Filibeli, 1988). Heterotroflara gore c¢ok yavas
cogalirlar ve ayrica toksik maddeler ve cevresel sartlara karst oldukga hassastirlar
(Coskuner, 2004). Nitrifikasyon olay1 esnasinda ortaya ¢ikan enerji oldukga diisiiktiir. Bu
nedenle Nitrosococcus ve Nitrobacter oldukg¢a yavas biiyiirler. Jenerasyon siirecleri 8-12
saattir. Inkiibasyon ise ancak 40-45 giinde tamamlanir. Bu siire nitrifikasyon bakterilerinin
gelismelerinin en yiiksek noktaya ulastigi periyottur. Yiizeysel sularda azot degisim siireci
mikrobiyolojik oldugu kadar bazi abiyotik faktorlerden de etkilenir. Bunlarin en
onemlileri; su sicakligi, ¢o6ziinmiis oksijen, nitrat, nitrit, ortofosfat gibi faktorlerdir. Bu
faktorlerin artmasi1 veya azalmast durumda ortamda ve besin piramidinde g¢esitli
degisiklikler olabilir.

Sicaklik, ekosistemde var olan organizmalar ve suda meydana gelen ekolojik dongiiler
icin smirlayict bir faktordiir. Biyolojik olaylar 1lik sularda hizlanirken, diisiik su
sicakliginda yavaslar. Su sicakligindaki ani degisiklikler ortamda yasayan organizmalar
iizerine olumsuz bir etki yapar. Sicaklik faktoriiniin tek basma oldugu zamanki etkisiyle,
diger parametrelerle birlikte oldugundaki etkileri cok farklidir. Sicakligin 6zellikle sudaki
¢cOzlinmiis oksijen degeri ile olan ters orantisi, yaz aylarinda artan sicaklik karsisinda
oksijen degerinin diisiisii ile kendini gosterir. Diger bir¢cok parametre ile birlikte sicaklik
nitrifikasyon bakterileri agisindan da biliylik 6nem taswr. Nitrifikasyon bakterilerinin

inkiibasyonu i¢in en uygun sicaklik 27-28 °C’dir.



Diger onemli faktdr su ortamindaki ¢ozlinmiis oksijen konsantrasyonudur. Bu gazin
deniz suyundaki miktari, ortamda olusan fotosentez olayina, akint1 ve riizgarlari etkisine
bagh olarak arttig1 halde, bitkisel ve hayvansal organizmalarin solunumu ile biyokimyasal
oksidasyon olaylar1 sonucu azalir. Oksijenin en 6nemli 6zelligi; suda bulunan organik
kokenli maddelerin mikroorganizmalarca aerobik ortamda parcalanarak tekrar
kullanilabilir bitki besin maddesi haline gelmesini saglamaktir. Nitrifikasyon olaymni en

cok etkileyen ve varligi olmadan yiirlimeyen en 6nemli etken oksijendir.

Atmosferin % 78' ini olusturan azot, pasif bir element oldugu i¢in, ¢ok zor reaksiyona
girer ve azot baglayan bakterilerle, simbiyotik bicimde azot baglayan bakteriler disindaki
canlilar, molekiiler azottan yararlanamazlar. Azot baglayan organizmalar disindaki
canlilar, azotu nitrat iyonlar1 veya amonyum iyonlar1 halinde ya da aminoasitler seklinde
disaridan almak zorundadirlar. Belirli mikroorganizmalar, molekiiler azotu indirgeyerek,
protein sentezinde kullanabilirler. insanlar, hayvanlar ve bircok mikroorganizmalar, azot
ithtiyaclarini1 organik azot bilesiklerinden karsilamaktadirlar. Bu sebeple bu canlilar azot
baglayan mikroorganizmalara bagimhdirlar. Molekiiler azotun, amonyak seklinde
indirgenmesi azot baglanmasi olarak tanimlanmaktadir. Azot baglanmasinda is goren
enzime, nitrogenaz enzimi denir. Biitiin bakterilerdeki nitrogenaz sistemi oksijene karsi
biiylik 6l¢lide duyarhdir. Atmosferdeki azotun hiicre proteinine baglanmasi mavi - yesil
algler ve birka¢ bakteri tiirii tarafindan yapilir. Bu bakteriler; aerobik Azotobakter,
Nocardin, Nostoc, Auabaena, anaerob Clostridium tiirleri, simbiyoz Rhisobium tiirleri,

fakiltatif Clebsiella ve Achranobacter' dir.

Amonyak oksitleyen bakteriler, organik karbondan yoksun su ortamlarinda yasarlar.
Bu sebeple de amonyak oksidasyonu ancak karbonlu madde oksidasyonunu
tamamlandiktan sonra gerceklesir. Nitrosomonas grubu bakteriler aerobik ve ototrof olup,
optimum yasam sartlar1 pH= 7,8-9,2, sicaklik 25 - 30 °C' dir (Arceivala, 2002). Nitrit
oksitleyen bakteriler ise, organik karbonun bulunmadigi ortamlarda yasayabilmektedirler
ve faaliyete gecebilmeleri icin de ortamda amonyum iyonlarinin bulunmamasi1 gerekir.
Aksi takdirde, amonyum tuzlarmin bulundugu basit sartlarda yasamlarmi siirdiiremezler.
Optimum yasam sartlar1 pH = 7,6 - 8,6; sicaklik ise 25 - 28°C arasindadir (WPCF,1983).
Aerobik siiregler ¢ercevesinde ortaya ¢ikan kimyasal enerji, azot bakterileri tarafindan CO,

asimilasyonunda kullanilir. Nitrifikasyon sirasinda olusan enerji, oldukca diistiktiir. Bunun

5



sonucu olarak da azot bakterileri, ¢ok yavag biiylirler. Nitrifikasyon bakterileri, ortamin
sicakligma, pH'sma ve coziinmiis oksijen miktarina bagl olarak, sudaki aktivitelerini
artirirlar (Hanhan, 1999). Nitrifikasyon bakterilerinin populasyonunun biiytime hizi,
heterotrofik bakterilere kiyasla oldukca disiiktiir. Bakteri biiylime hiz sabiti diisiik
oldugundan atiksularda nitrifikasyon reaksiyonlarmin baslangici oldukca gectir (Hanhan,
1999). Ayrica, nehirlerde ve tasfiye tesislerinde, nitrifikasyonun meydana gelebilmesi i¢in

ilave oksijene ihtiyag¢ vardir.

Amonyum iyonlari, suda yasayan organizmalar i¢in 6nemli dl¢iide toksik etkiye sahip
degildir. Amonyak ise, diisiik konsantrasyonlarda dahi toksik etki yapmaktadir. Amonyak
iceren atiksular, alic1 ortama verildigi takdirde, suda yasayan canlilar 6zellikle alabaliklar
iizerinde olumsuz etki yapar. Nitrit amonyum ve nitrata kiyasla sularda daha diistik
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bunun sebebi ise, nitrit iyonlarinin nitrat iyonlarma
doniistimiiniin, amonyum iyonlarinin nitrit iyonlarma doniisiim oranlarina gére daha hizl
olmasidir (Garchow,1990) . Nitrit, indirgenme - ylikseltgenme reaksiyonlarinin ara Uriinii
olup, kararsiz bir bilesiktir. Ayrica tam nitrifikasyona ugramamis atiksularin, alici ortama
verilmesi durumunda ortamda nitrit konsantrasyonu artmakta ve bu durumda nitrit

iyonlar1 sudaki canlilar i¢in toksik etki yapmaktadir (Barnes ve Bliss,1983).

2.2. Nitrifikasyon

Nitrifikasyon tam olarak 6len canlilarin proteinlerinin oksijenli ortamda mantar ve
bakteri faaliyetleri ile amonyum iyonu, su ve karbondioksite kadar giden bir dizi ara
basamakla yikilmasi, ayrica amonyumun nitrosomonas bakterilerince nitrite ve nitritin de
nitrobakter bakterilerince nitrat iyonlarma kadar okside olmasidir.

1. Nitrifikasyon, amonyumun nitrata doniistiiriilmesi islemidir. 1ki basamakta

gergeklesir: amonyumun nitrite doniistimii ve nitritin de nitrata doniistimii.

2. Amonyumun nitrite doniistiiriilmesinde Nitrosamonas tiirleri gorev alir. Ayrica,

Nitrosococcus ve Nitrosolobus diger amonyum oksitleyen tiirlerdir.

NH4+ + 3/20, — NO, +2H" +H,0 (1)
3. Amonyum oksitleyen bakteriler (AOB), se¢ici biiylime ortami kullanilarak EMS

yontemi ile Olgtlilebilir. Ayrica, molekiiler biyolojik yontemlerde bu is icin
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kullanilabilir. Ikinci ydntem daha iyi olup, bu ydntem AOB’lerin, protobakter

grubunun a, B, y alt grubuna ait oldugunu géstermistir.

Nitritin nitrata oksidasyonu ise nitrit oksitleyen bakteriler (NOB) tarafindan
gerceklestirilir. En 6nemli bakteri ise a-protobakteri grubuna ait ve zorunlu ototroftur.
Fakat Nitrobacter asetat, format ve purivat varliginda heterotrof olarak biiyiiyebilir.

Nitrobacter nitriti asagidaki sekilde oksitler;

Nitrit Oksitleyiciler

NO»-+20, —> NOy 2)

Diger kemolitotrofik nitrit oksitleyen bakteriler Nitrospina, Nitrospira ve
Nitrococcus’dur. Nitrobakter atiksu aritma tesislerinde en ¢ok calisilan NOB olmasina
ragmen, FISH c¢alismalar1 Nitrospira’nin nitrit oksitleyen biyofilm ve aktif ¢amur

tesislerinde en sik rastlanan tur oldugunu gostermistir.

Amonyumun, nitrit ve nitrata oksidasyonu enerji iireten bir reaksiyon olup, iiretilen

enerji sayesinde CO, alinarak hiicre teskili i¢in kullanilir.

Nitrifikasyondan sorumlu bakteriler, karbon ihtiyac¢larini inorganik karbondan karsilar.
Bu amacla karbondioksit, bikarbonat ve karbonat kullanilir. Nitrifikasyon islemi
yeterli oksijen ve bikarbonat olmasi durumunda gerceklesir. Nitrifikasyon sirasinda

asit Uiretilmekte olup, olusan asidin ndtralizasyonu gerekmektedir.

Nitrobakter i¢in optimum pH 7.2-7.8 arasidir.



2.3. Denitrifikasyon

Denitrifikasyon ise biyosferde nitrat iyononun bakteri faaliyeti ile canlilar icin

kullanilamaz sekli olan molekiiler azota indirgenmesi olayidir.

1.

Azot, alic1 ortamlarda oksijenti tiiketir. Bu nedenle desarjdan 6nce giderilmesi gerekir.
Nitrifikasyon isleminde azot sadece form degistirerek, nitrata doniisiir ve azot ancak

denitrifikasyon yolu ile giderilir.

Denitrifikasyon, oksijensiz  ortamda nitratin (NOs), azot gazma (N)
doniistliriilmesidir. Burada, nitrat elektron alici olarak davranir. Bazi aerobik
heterotrofik ve ototrofik organizmalar, oksijensiz ortamda nitrat1 elektron alic1 olarak

kullanarak denitrifikasyon igslemini gerceklestirirler.
Denitrifikasyon, asagidaki basamaklarla gerceklesir.

NO; — NO, » NO » NbO — N, (3)

Pseudomonas, Bacillus, Spirillum, Acinetobacter, Rhizobium ve Agrobacterium gibi

bircok tur denitrifikasyon yapabilmektedir.

Oksijen ve organik madde yoklugunda, bazi ototrofik amonyak oksitleyiciler,
Amonyumu elektron verici nitriti de elektron alic1 olarak kullanir ve denitrifikasyon

gerceklestirir.
NH;+ NO; ——— N, + 2H,0 4)
2.4. Nitritasyon-Denitritasyon

Nitritasyon—Denitritasyon ile nitrifikasyonda gerekli oksijen, denitrifikasyonda ise

gerekli organik madde miktar1 azaltilmakta ve siiregte elde edilen ¢amur miktar1 daha

disik olmaktadrr (Ciudad, 2005). Nitritasyonda, amonyum oksitleyen bakterilerin

aktiviteleri etkilenmeden nitrit oksitleyen bakterilerin aktiviteleri azaltilmaktadir. Bu

yontem, kati atik depolama alanlarinda olusan sizint1 suyu, camur susuzlastirma ¢ikis suyu

ve bazi endiistri atiksular1 gibi azotga zengin ancak diisiik organik madde igeren sularin

aritiminda da oldukc¢a uygun goriilmektedir (Bernet ve dig., 1996). Klasik biyolojik azot

giderim siirecleriyle karsilastirildiginda nitrit birikimi ile isletimin olumlu taraflar;



1. Nitrifikasyonda % 25 oksijen gereksinimi azalmakta

2. Denitrifikasyonda % 40 daha az organik madde gerekmekte

3. Yiiksek denitrifikasyon hiz1

4. Daha diisiik biyokiitle iiretimi olarak siralanmaktadir (Bernet ve dig., 2001).

Diisiik oksijen derisimlerinde nitrit birikimi yliksek sicakliklarda (>250C) calisilmasima
ragmen (Ciudad ve dig., 2005; Ruiz ve dig., 2003; Jenicek ve dig., 2004), optimum
sicaklik olarak tanimlanan sicakliktan daha diisiik seviyelerde yapilmig ¢aligma sayisi

oldukga smirhdir.
2.5. Nitrifikasyona Etki Eden Faktorler

2.5.1. pH

Reaktoriin pH kosullari, nitrifikasyonun hizi {izerinde iki énemli etkiye sahiptir. IIki
nitrifikasyonun, alkaliniteyi elimine etmesi ve pH’ da siddetli bir diisiis potansiyelinin
ortaya c¢ikmasi, digeri ise nitrifikasyon bakterilerinin pH’ a karsi ¢ok hassas olmalaridir
(Grady, 1980). Deneysel calismalar ¢cogalma i¢in optimum pH araliginin 7,5-8,6 (WPCF,
1983) oldugunu, 9,5’ a kadar nitrifikasyon hizinda ¢ok onemli bir azalma olmadigini
(USEPA, 1975) ancak 6,3’ {in altinda tamamen durdugunu (Hall, 1974) gostermektedir.
Bununla beraber c¢esitli arastirmacilar optimum pH araligimi farkli tanimlamiglardir.
Bunlardan bazilar1 nitrifikasyon i¢in  optimum pH araligmin  7-8 oldugunu
gozlemlemislerdir (Jones ve dig., 1982; Painter ve Loveless, 1983; Antoniou ve dig.,
1990). Shammas (1986) ise, optimum pH araligin1 8-9 olarak vermistir. Bunlarin yaninda
nitrifikasyon veriminin kararliligi i¢in bazik tarafta (pH=7,2) kalinmasinin uygun oldugu
vurgulanmaktadir (WPCF, 1983). Optimum pH araligin1 Nitrosomonas ve Nitrobacter
grubu organizmalar igin farkli verenler de vardir. Ornegin Alleman, 1984’de yaptig1 bir
calismada Nitrosomonas i¢in optimum pH degerini 7,9-8,2 araliginda verirken, Nitrobacter
icin aralik 7,2 ile 7,6 arasinda degismistir. Yapilan baska calismalarda Nitrosomonas igin
optimum pH araligr 8,5-8,8 ve Nitrobacter i¢in 8,3-9,3 olarak belirlenmistir. Bazi
arastirmacilar ise her iki organizma i¢in pH-aktivite egrilerini inceleyerek Nitrosomonas ve
amonyak oksidasyonu i¢cin optimum pH=8,3 oldugunu ve pH=9,6" da oksidasyon hizinin
sifir oldugunu gozlemlemisler ve Nitrobacter tarafindan nitrit oksidasyonu i¢in optimum

pH’1 7,7 olarak belirlemislerdir. Literatiirde ise Nitrosomonaslar icin optimum pH



araliginin 7,8-9,2 oldugu, Nitrobacterler i¢cin ise bu araligin 8,5-9,2 oldugu kabul
edilmektedir (Arceivala, 2002).

Wild ve arkadaglar1 (1971) da pH= 8,4’lin optimum deger oldugunu; pH=7,8 ile 8,9
arasinda maksimum hizin %90’ma ulasildigmi bulmuslardir. Painter ve dig. (1983),
nitrifikasyon hizinin pH=6,3-6,7’de azaldigini, pH=5,0-5,5 araliginda ise nitrifikasyon
olmadigmi belirlemistir. Ruiz ve dig. (2003) ise pH 6,45-8,95 araliginda nitrifikasyonda
nitrata doniisiimiin tam olarak saglandigini, 6,45 ‘den daha diisiik ve 8,95’den daha yiiksek

pH degerlerinde nitrifikasyon inhibisyonunun meydana geldigini gézlemlemislerdir.

Ani pH degisimlerinin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada pH degisiminin sistemi
sadece inhibe ettigi, toksik etki yaratmadigi gozlenmistir (USEPA, 1975). pH’ 1 etkileyen
faktorlerden biri substrat azotunun iyonlagsmamis formlar1 olan serbest amonyak ve serbest
nitroz asidi konsantrasyonlaridir. Sekil 2.1, serbest amonyak ve nitroz asidi
konsantrasyonlarmin nitrifikasyon {izerindeki inhibisyon etkisini gdstermektedir (Barnes
ve Bliss, 1983). Sekil 2.2°de ise sabit sicaklikta pH’ 1 nitrifikasyon siirecine etkisi
gosterilmektedir (Toprak, 1996).
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Sekil 2.1. Serbest amonyak ve nitroz asiti konsantrasyonlarinin nitrifikasyon iizerindeki

etkisi (Barnes ve Bliss, 1983)

pH ile ilgili diger bir sorun da nitrifikasyon siirecinde 1 mol amonyak azotunun
yiikseltgenmesi sonuncu 2 mol H+ iyonu agiga ¢ikmasi ve 2 mol alkalinite tiiketilmesidir.

Bu durumda pH-alkalinite dengesi etkilenmekte, atiksuda yeterli alkalinite olmamasi
10



durumunda pH diismekte ve nitrifikasyon hizi yavaslamaktadir. Nitrifikasyonun tam olarak
gerceklesmesi i¢in disaridan alkalinite ilavesi gerekebilmektedir. Bir gram amonyum azotu
icin suda bulunmasi gereken alkalinite CaCOs cinsinden 7,07 gramdir (Celikbas ve Kilig,

1997).
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Sekil 2.2. Sabit sicaklikta pH’ m nitrifikasyon siirecine etkisi (Toprak, 1996)

2.5.2. Sicakhgin etkisi

Sicaklik tiim biyokimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi nitrifikasyon silirecinde de
onemli rol oynamaktadir. Arastirmalar 7 ile 30 °C’ ler arasinda ¢ogalma hizinin Arhenius
bagintisina uydugunu gostermekte, bu araligin disinda mutlaka pilot olgekli ¢alismalar
yapilmast gerektigi vurgulanmaktadir. Bu nedenle g¢alisilacak atiksu tipi ve sicaklik i¢in
deneysel calismalarin tekrarlanmasi, degerlendirilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir

(Sozen, 1995).

Literatlirde nitrifikasyon i¢cin optimum sicaklik 25-32° C olarak kabul edilmistir

(Arceivala, 2002).

Neufeld ve dig. (1996), elde ettikleri laboratuvar verilerini kullanarak yaptiklari
hesaplamalarda nitrifikasyon kinetiklerinin yiiksek sicakliklara karsi cok duyarli oldugunu,
maksimum 30 °C’ ye kadar nitrifikasyon hizinmn artigmi, bunun iizerindeki sicakliklarda
enzimlerin tahribatindan oOtlirii hizin  distiigiinii  hatta nitrifikasyonun  durdugunu

belirlemislerdir.

Sekil 2.3’te sabit pH’da sicakligin nitrifikasyon siireci iizerindeki etkisi gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Sabit pH ’da sicakligin nitrifikasyon siireci tizerindeki etkisi (Toprak, 1999).

2.5.3. Coziinmiis oksijenin etkisi

Coziinmiis oksijen, nitrifikasyon i¢cin ¢ok Onemli bir parametredir ve bir c¢ok
arastirmact tarafindan nitrifikasyon iizerine etkisi arastirilmistir. Genelde, ortamdaki
¢Ozlinmiis oksijen konsantrasyonu diistiikce, bu parametrenin hiz sinirlayict substrat
olmaya basladigi kabul edilmektedir. Nitrifikasyon hizinin 3-4 mg/L  oksijen
konsantrasyonuna kadar arttigi bilinmektedir (Tchobanoglous ve dig., 2003). Wiesmann
(1994), oksijen afinitesini amonyak okside edenler i¢in 0.3 mgO,/L, nitrit okside edenler

icin 1.1 mgO,/L olarak kaydetmistir (Campos ve dig., 1999).

Maier ve Krauth (1988) nitrifikasyonda herhangi bir kisitlamanin olmamasi igin 2
mg/L ¢bziinmiis oksijen konsantrasyonun yeterli oldugunu, ancak yiizeysel mekanik
havalandiricilarin kullanilmasi halinde yiizeyde 6l¢giilen konsantrasyonun 2,5 mg/L olmasi
gerektigini vurgulamaktadirlar (Celikbas ve Kilig, 1997). Barness ve Bliss (1983) de,
diisiik akista c¢oziinmiis oksijen diizeyinin 1,0 mg/L’den biliylik olmasi gerektigini
belirtmislerdir. Nitrifikasyon hizlarmm onemli 6l¢iide diistiigli diisiik ¢6ziinmiis oksijen
konsantrasyonlarinda (<0.5 mg/L) Nitrobacter grubunun, Nitrosomonas grubuna gore daha

fazla etkilendigi goriilmiistiir (Tchobanoglous ve dig., 2003).

Tablo 2.1, sabit sicaklikta ¢0ziinmiis oksijen konsantrasyonunun Nitrosomonas ve
Nitrobacterlerin maksimum ¢ogalma hizlar1 tizerindeki etkisini gostermektedir (Knowles

ve dig.,1965).
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Tablo 2.1. Cozlinmiis oksijen konsantrasyonunun maksimum ¢ogalma hizi iizerine etkisi

(T=18,8°C) (Knowles ve dig.,1965).

Oksijen konsantrasyonu Maksimum cogalma hizi 1/giin

mg/ 1 Nitrosomonas Nitrobacter
8.4 0,7 0,9

4,7 0,7 1.1

34 0,7 0.8

2.0 0,7 0,9

1.4 0.6 0,67

0,6 0,5 0,6

2.5.4. Substrat konsantrasyonu

Diisilk konsantrasyonlarda azotun biliylimeye sinirlayict etkisi oldugu kadar
Nitrosomanas ve Nitrobacterler kendi substrat konsantrasyonlarina da ¢ok duyarhdirlar.
100 mg/L’ den az inorganik azot konsantrasyonundaki kentsel atiksularda bu kaynaktan
dolay1 nitrifikasyon inhibisyonu olmaz. Bununla beraber hayvan atiklar1 aritan sistemlerde
yiiksek amonyak azotu konsantrasyonunun nitrifikasyonu inhibe etmesi beklenmelidir.
Yiiksek konsantrasyonda NH,4 /NH; ihtiva eden atiklarda Nitrobacter inhibisyonu nitrit
birikimine neden olmaktadir. Serbest amonyak ve serbest nitroz asidi konsantrasyonlari
iizerindeki etkilerinden dolayr pH ve sicaklik nitrifikasyon inhibisyonunda 6nemli bir

etkiye sahiptir. (Larry ve dig., 1973).

2.5.5. Toksik ve inhibitor bilesiklerin etkisi

Nitrifikasyon organizmalari, bir¢ok organik ve inorganik bilesige karsi heterotrof
organizmalara gore cok daha duyarhdirlar (Metcalf ve Eddy, 2003). Bu bilesenlerin
bircogu Nitrobactere gore Nitrosomonas grubunu daha fazla etkilemektedir. Potasyum
klorat, sodyum azid ve sodyum siyanat gibi bazi bilesikler ise Nitrosomonasa gore
Nitrobactere daha fazla toksik etki yapmaktadirlar (Barnes ve Bliss, 1983). Bircok
durumda nitrifikasyon bakterileri inhibe olduklar1 halde nitrifikasyon, ¢ok daha diisiik
hizlarda olmak kaydi ile devam etmektedir. Baz1 durumlarda ise toksisite o kadar ytiksektir

ki nitrifikasyon bakterilerini 6ldiirebilir. Toksik organik bilesikler arasinda solventler,
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benzen, alkoller, eterler, siyanatlar, aminler, proteinler, klorlu organik bilesikler ve fenolik

bilesikler sayilabilir (Metcalf ve Eddy, 2003).

Ayrica agir metaller (giimiis, civa, nikel, krom, bakir, kursun, ¢inko vb.) cok diisiik
konsantrasyonlarda dahi toksik etki yapabilmektedir. 0.25 mg/L nikel, 0.25 mg/L krom ve
0.1 mg/L bakir amonyum oksidasyonunu tamamen inhibe edebilmektedir (Tchobanoglous
ve dig., 2003). Barnes ve Bliss (1983), nitrifikasyonu inhibe eden agir metal (Cu, Zn, Cd,

Ni, Pb, Cr) konsantrasyonunun genel olarak < 5 mg/L olmasi1 gerektigini vurgulamislardir.

Inhibitdrler arasinda bilinen en belli bash drnekler standart BOI deneyinde kullanilan
aliltiotire ve 2-kloro-6 ( triklorometil ) purindir. Aliltiotirenin 10 mg/L konsantrasyonu ve
10 dk’ lik reaksiyon siiresinin Nitrosomonas inhibisyonu i¢in yeterli oldugu, 30 mg/L’ ye
kadar uygulanan konsantrasyonlarinda Nitrobacterleri (ve hetetroflar1) etkilemedigi
belirtilmektedir. Her iki organizma tiirii i¢in de sodyum kloratin oldukca etkili bir inhibitor

oldugu vurgulanmaktadir (Nowak ve dig., 1994).

Nitrifikasyon ayrica iyonize olmamis veya serbest amonyak (NHj;) ve nitroz asit
(HNO,) tarafindan da inhibe edilir (Metcalf ve Eddy, 2003). Serbest amonyagin diisiik
konsantrasyonlar1 bile Nitrobacterleri inhibe edebilmektedir. Inhibisyonun basladig:
konsantrasyon Nitrobacterler i¢in 0,1-1 mg/L arasinda degisirken, Nitrosomonaslar i¢in

10-150 mg/L olarak verilmektedir.

Nitroz asit (HNO,) inhibisyonu ise 0,22-2,8 mg/L araliginda goriilmektedir
(Anthonisen ve dig.,1976). Antoniou ve dig. (1990) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada
Nitrosomonaslar lizerinde inhibisyon etkisi gdstermeyen maksimum serbest amonyak
konsantrasyonu 8,2 mg/L olarak belirtilmektedir (Celikbas ve dig., 1997). inhibisyon etkisi
sicaklik, pH ve azot tiirlerinin toplam konsantrasyonuna bagli olarak degisir. Ornegin 20°C
ve pH 7°de 100 ve 20 mg/L NHy4-N sirastyla NH4-N ve NO;-N oksidasyonunu inhibe eder.
Ayrica 280 mg/L NO,-N kendi oksidasyonunu inhibe edebilir (Metcalf ve Eddy, 2003).

2.5.6. Kati1 ahkonma siiresi

Nitrifikasyon bakterileri evsel atiksularda bulunur. Bununla beraber, aktif camur
siireglerinde bir¢ok atiksu sistemi karbonlu maddelerin giderimini saglayan organizmalarin
hizli biliylimesine gore tasarimlandigindan dolayr nitrifiye edilemez. Kati1 alikonma

sirelerinin arttirilmast ile nitrifikasyon gerceklesir. Yiiksek kat1i alikonma siiresi,
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nitrifikasyon bakterilerinin belirli bir sayida bulunmasini saglar (Toprak, 1999). Sekil 2.4,

kat1 alikonma siiresinin ¢ikis amonyak konsantrasyonu ve nitrifikasyon tizerindeki etkisini

gostermektedir.
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Sekil 2.4. Kat1 alikonma siiresinin ¢ikis suyu amonyak konsantrasyonu ve nitrifikasyon

verimi iizerindeki etkisi (Toprak, 1999).

Nitrifikasyon istenen durumlarda, aritma tesisindeki kati alilkonma siiresi veya
ortalama hiicre alikonma siiresi yeterli derecede yiiksek olmalidir. Bir reaktérde hiicre
alikonma siiresi, boliinme siiresinden daha biiyiik degilse, hiicreler daha cogalmadan
sistemi terk edebilirler. Yani diisiik kat1 alikonma siiresi, biyolojik sistemde, ozellikle
sicaklik ve oksijen konsantrasyonu diisiikse, diisiik biiylime oranlarmin sonucu olarak
nitrifikasyon bakterilerinin sistemden yikanmasina sebebiyet verir (Wiesmann, 1994). Bu
yiizden Sekil 2.5°de de goriildiigi gibi 10° C* de kat1 alikonma siiresi en az 9,5 giin, 20°C’
de ise en az 3 giin olmalidir. Uzun havalandirmali tesisler genellikle 10 giinden daha biiyiik

kat1 alikonma stireleri i¢in projelendirilir (Arceivala,2002).
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Sekil 2.5. Sicaklikla nitrifikasyon i¢in camur yasmin ve Nitrosomonas igin gelisme hizinin

degisimi (Arceivala, 2002).

Wuhrmann (1968) ve Schroeder (1985) in, yaptiklar1 ¢caligma, nitrifikasyonun, kati
alikonma siiresinin 4 ve 7 giinden daha fazla oldugu kentsel atiksu aritimi yapan aktif

camur Unitelerinde, basariyla gerceklestigini ortaya koymustur.

Nitrifikasyon bakterilerinin bulundugu sistemlerde hemen her zaman heterotrof
bakterilerin de bulunacagi gercegi nitrifikasyon bakterileri i¢in oksijen ve yer kisitlamasini
da beraberinde getirecektir. Bu iki dezavantaj nitrifikasyon bakterileri i¢in yiiksek bir kat1
alikonma siiresi saglanarak giderilebilir. Bu deger kimi arastirmacilara gore 15 glinden

biiyiik olmalidir.

Hatta diisiik oksijen konsantrasyonlarinda, toksik maddelerin varliginda veya diisiik
sicakliklarda daha da yiiksek kat1 alikonma siirelerine ihtiya¢c duyulabilir. Kat1 alikonma
siiresi 15 giin veya tizerinde olan aktif ¢amur sistemleri yiikleme tiirii olarak uzun
havalandirmali sistemler olarak smiflandirilirlar. Yani uzun havalandirmali bir sistem ayni1

zamanda nitrifikasyonun gerceklestigi bir sistemdir (Arceivala, 2002).

2.5.7. Biyolojik Oksijen ihtiyaci / Toplam Kjeldahl Azotu Orami (BOI/TKN)

Nitrifikasyon sistemleri atiksuyun BOI/TKN oranindan ii¢ sekilde etkilenebilirler.
Bunlardan birincisi bu oranin ¢ok yiiksek olmasi durumunda hetetrofik biyomas sentezinin
tim azotu tiikketmesi ve dolayisiyla azotun amonyumdan nitrite ve daha sonra nitrata
doniisiimiinii engellemesidir. Bu oranm 6rnegin 25 g BOI/gTKN olmasi durumunda

nitrifikasyon i¢in ¢cok az veya hi¢ indirgenmis azot kalmayacaktir.
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Ikincisi, BOI/TKN orani aktif ¢camurun yiizde kag¢min nitrifikasyon bakterilerinden
olustugunu belirler. Nitrifikasyon bakterilerinde hiicre sentezinde kullanilan substrat
miktar1 az oldugundan (biiylik cogunlugu enerji iretiminde kullanildigindan) sistemde
bulunma yiizdeleri de normal sartlarda disiiktiir. Evsel nitelikli atiksulardaki normal
BOI/TKN oranlarinda (5-10 gBOI/gN), nitrifikasyon bakterileri aktif biyomasin genellikle

yaklasik olarak %20’den azin1 olustururlar.

Ugiincii olarak da BOI/TKN orani, nitrifikasyon bakterileri ve heteretrof bakteriler
arasinda oksijen veya biyofilm i¢indeki biiylime ylizeyi gibi ortak bazi kaynaklar i¢in nasil
bir yapisma olacagmi belirler. Uzun vadede, rolatif olarak daha yiiksek BOI/TKN oranlari,
nitrifikasyon bakterilerini flok veya biyofilm icerisinde daha derinlere dogru yerlesmeye
zorlar. Bu da, 6zellikle NH;" ve O, gibi besin maddelerinin nitrifikasyon bakterilerine
ulagmasinda daha biiyiik kiitle transfer direnglerinin olusmasina neden olur (Ritmann ve
McCarty, 2003). Kisa vadede ise, heterotrof bakterilerin yiiksek biiylime hizlari, oksijeni
tilketimi, azotun asimilasyonu veya nitrifikasyon bakterilerini fiziksel olarak flok veya

biyofilm i¢inden disariya atmalar1 gibi olumsuz etkiler yaratabilir.

Organik bilesiklerin cogu nitrifikasyon bakterilerine inhibitér olmalarma ragmen,
organik madde nitrifikasyonu dogrudan inhibe etmez. Aktif camur sistemlerinde organik
madde ile goriilen inhibisyonun, genellikle hetetrofik organizma faaliyetleri ile ¢ozlinmiis
oksijen konsantrasyonunda azalmaya bagimli oldugu diisiiniiliir. Nitrifikasyon iizerindeki
bu inhibisyon etkisi, organik madde varliginda, yiiksek doniisiim hizlarmma ve biiyiime
oranlarina sahip hetetrofik mikroorganizmalarin, nitrifikasyon bakterileri tizerinde hizla
baskin hale gelmeleri seklinde agiklanabilir (Wiesmann, 1994). Aslinda baskin olan
hetetroflarla nitrifikasyon yapan bakteriler arasinda, sistemde, oksijen kullanimindan

dogan rekabet sonucu, inhibisyon etkisi ortaya ¢ikmis olur (Hanaki ve dig., 1990).

Yapisik biliylime sistemlerinde ise yapisma sadece oksijen agisindan degil ayni
zamanda mikroorganizmalarin tutunacagi yer acisindan da mevcuttur.
2.5.8. Diger etkiler

Partikiil ylizeylerinin durumu, tiirbiilansin varligi ve 151k gecirgenliginin ¢esitli
ortamlarda nitrifikasyon tiizerine etkili oldugu bazi arastirmacilar tarafindan gosterilmistir

(Painter, 1970).
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Nitrifikasyon bakterilerinin biiylime hizlarini, iz elementlerin varhigi da etkiler.
Kalsiyum, bakir, demir, magnezyum, mangan, fosfor, sodyum ve ¢inko gibi elementler
bliylime i¢in gereklidir. Bakir, amonyagimn nitrit ylikseltgenmesi kademesinde enzimleri
aktive eden bir ‘kofaktor’diir. Molibden Nitrobacterlerin biliylimesini hizlandirir

(Toprak,1999).
2.6. Biyofilm Prosesi

Biyofilm tabakasi "canli veya cansiz bir ylizeye yapisik olarak kendi trettikleri
polimerik matriks i¢inde yasayan bakteri hiicrelerinin olusturdugu topluluk", "yogun bir
ekzopolimer matriks i¢inde, mikroorganizmalar tarafindan organize olmus fonksiyonel
ortaklik" ya da "bir yiizeye tutunmus, organik polimer matrikse gomiilii mikrobiyal birlik"
olarak degisik tarzlarda tanimlanmistir. Tanimlardan anlasildig: iizere biyofilm tabakasi
mikroorganizma, yiizey ve matriks olarak li¢c temel bilesenden olusmaktadir. Eger bu
temel bilesenlerden biri olmazsa biyofilm tabakasindan s6z edilemez. Elbette bu yap1 ¢cok
basite indirgenmistir ve ¢evresel faktorleri i¢ine almamaktadir. S6zii edilen matriks, yani
EPS, terminolojide "hiicre dis1 polimerik maddeler", "ekzopolisakkaritler" ya da
"ekzopolimerler" terimlerinin karsiligi olarak kullanilmaktadir. EPS, biyofilm tabakasinda
bakterilerin hiicre disina saldiklar1 maddelerdir ve bakterileri bir arada tutan ¢imento gibi
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda biyofilm tabakasmin biitiinliigiinii ve mimari yapisini da
korumaktadir. Biyofilm tabakasinin morfolojisi ise biiyiik bir oranda ¢evre sartlari
tarafindan belirlenmektedir. EPS'nin stlinliigii, aracisiz olarak tiim kati1 yilizeylere
tutunmay1 saglamasidir. Kirpik ya da pilus ise daha ¢ok canli doku yiizeylerine 6zgiin
birlesme i¢in gerekli hiicre zar1 yapilaridir.

Bakteriler, suda serbest ylizmek yerine bir yilizeye tutunmayi tercih eder. Bunun
sebebi, tutundugu ylizeyin besin kaynagi olmasi, suyun akisiyla tutundugu yere besin
maddesi tasinmasi ya da su akisi sayesinde bol oksijen bulunmasi olabilir. Ciinkii
mikroorganizmalar ekolojik stratejilerinde en c¢ok besin maddesi bulunan ortami
secmektedir. Biyofilm tabakasinin olusumunda yiizeye ilk tutunan ve ¢ogalan bakterinin
tiirli de onemlidir. Yerlesik bir biyofilm tabakasmin varligi yeni bakteri tiirlerinin girisini
engellemektedir. Ciinkii yerlesik mikroorganizmalar elektrik yiikii farkliligi, besin rekabeti
ya da saldigi kimyasal maddeler ile diger mikroorganizmalar1 uzaklastirabilir.

Mikroorganizmalarin bazilar1 yilizeylere tutunurken, bazilar1 da su icinde serbest halde
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dagilmig olarak bulunurlar. Planktonik bakterilerin akuatik bir ekosistemde total
bakterilerin % 0.1'ini temsil ettigi diisliniilmektedir. Serbest formdaki mikroorganizmalar
hareketlerini yavaslatarak yiizeye yaklasirlar, ylizeyle veya ylizeye daha 6nceden tutunmus
olan organik maddelerle ya da diger mikroorganizmalarla gegici bir iliski kurarlar. Bu
gecici iligki, bakterilere ylizeyde kendilerine uygun bir yer bulma olanagi saglar. Yiizeye
tutunan bakteriler, hiicre disina saldigi polimerlerle diger mikroorganizmalarin da o
bolgeye yapismasmi saglayarak biyofilm tabakasini olusturmaya baslar. EPS matriks,
molekiiler bir filtre olarak davranip bakterileri bir ortii gibi sarar. Onlar1 antimikrobiyal
ajanlardan, besinsizlikten, gecici kurakliktan, pH dalgalanmalarindan, oksijen
radikallerinden, toksinlerden, bakteriyofajlardan ve avci protozoonlardan korur, hiicreleri
bir arada tutar, iz miktardaki organik molekiilleri, iyonlar1 ve besin maddelerini biriktirir.
Ayrica tabaka, zengin gen havuzu sayesinde kolay gen transferi, mekanik destek saglama,
kanallar yardimiyla hizli madde transferi, hiicre dig1 enzimlerin alikonmas1 gibi avantajlar
saglar. Bu jelsi tabaka (ekzopolisakkaritler) negatif yiikliidiir ve bir iyon degisim reginesi
gibi davranarak biiylik miktarlarda besin molekiillerini kendilerine baglar. Asir1 besinsizlik
durumunda, bakterilerin kendilerinin ya da diger tiirlerin iirettigi EPS tabakasimni yikarak
beslenme amaciyla tiikettikleri de bilinmektedir. EPS tamamen gecgirimsiz bir tabaka
degildir, ancak kimyasal ajanlarin difiizyonunu yavaslatir ve konsantrasyonlarini diisiiriir.
EPS birikmesi, su ile temasta bulunan ylizeylerde kirliligin en 6nemli basamagidir.
Olgun biyofilm tabakasinda mikrobiyal ¢cogalma hi¢bir zaman durmaz. Ozellikle suyun
akis giicii ile kopan hiicre ya da hiicre kiimelerinin yeri hemen doldurulur. Tek bir hiicre
kopabildigi gibi 500 pm capinda bir hiicre kiimesi de yiizeyden ayrilabilmektedir.
Biyofilmden kopma siireci, enfeksiyonlarin yayilmasi ve su sistemlerinin uzak uglarinin
kontaminasyonunda klinik ve halk sagligi agisindan Onem tagimaktadir. Hiicrelerin
tabakadan tek tek kopmasi "erozyon", kiitleler halinde kopmasi ise "dokiilme" olarak
adlandirilir. Erozyon ya da dokiilme suyun akis hiziyla dogrudan iliskilidir. Biyofilmden
ayrilma ¢ogunlukla erozyon ile gerceklesirken, dokiilmede gozlenen hiicre sayisinin tiire
bagli olarak 10 ila 300 hiicre arasinda degistigi bildirilmistir (Satoh ve ark. 2004).
Ozellikle besinin bol bulundugu (6trofik) sularda biyofilm tabakasi ¢ok hizl
gelisirken, diisiik diizeyde besin bulunan (oligotrofik) sularda bu siire¢ yavastir, ¢linkii
disiik diizeyde besin maddesinin bulundugu ortamda bakteri lremekten c¢ok hiicre

canliliginin devami i¢in miicadele eder. Bu strateji, bakteri i¢in 6nemli bir hayatta kalma
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cabasidir. Yetersiz besin ve enerji nedeniyle bakterilerin iiremesi uzun bir siire
engellenebilir. Oligotrofik ortamda bakterilerin aclik stresine karsi farkli bir fenotipe
biirtindiigii, kiiciilerek yuvarlak bir sekil aldigi ve besin miktar1 arttiginda tekrar eski
sekline dondiigi bildirilmistir. Dezenfeksiyon gibi stres faktorlerinin biyofilm olusumunu
tesvik ettigi, laboratuar ortaminda pasajlar1 yapilan suslarin yapisma yeteneklerinin ve
saldiklar1 EPS miktarlarmin zamanla azaldigi bildirilmistir. Biyofilm tabakasi, su
sistemlerine uygulanan dezenfeksiyon etkinligini azaltmaktadwr. Sisteme katilan
dezenfektanlarin etkinligi biyofilm tabakasinin kalinligmna bagh olarak derinlere girdikge
azalmakta, biyofilmin i¢cinde veya su fazinda bulunan organik molekiillere baglanmasiyla
sudaki etkin konsantrasyonu diismektedir. Ozellikle serbest klorun ¢ok hizli bir sekilde
EPS ile reaksiyona girerek sudaki etkinliginin azaldigi belirtilmektedir. Besin ya da
oksijen gibi yasamsal molekiiller i¢in var olan rekabet, biyofilmin i¢inde farkli ekolojik
katmanlarin olugsmasma yol agar. Hibiya ve dig., (2004) yaptiklar1 caliymada biyofilm
tabakasinda derine indikge ¢ozlinmiis oksijen miktarmin hizla azaldigmi gdstermislerdir.
Bu kosullar anaerop bakteriler i¢in biyofilm tabakasmin derinlerinde bir yasam alani
olusturmaktadir. Yapilmis olan bir arastirmada, besin agisindan fakir ortamlarda yasayan
bakterilerin, antimikrobiyal ajanlara agar plaginda tireyenlerden daha direncli olduklari
gosterilmistir. Stepanovic ve dig. tarafindan yapilan bir ¢alismada, seyreltilmis besin
maddesi iceren ortamda (1/20 Tripton soya broth) Salmonella sp., Listeria monocytogenes
ve Escherichia coli bakterilerinin normal oranda hazirlanmis besiyerine (Tripton soya
broth) gore daha hizli biyofilm olusturduklar1 gézlenmistir. Prokaryotlar degisik ortam
sartlarina genetik diizenleme ile cok kolay uyum saglarlar ve ylizeye yaklasirken
diizenleyici genlerin calismasiyla dakikalar i¢inde sessil yasam fenotipine donerler. Bu
adaptasyon sonucunda planktonik ve sessil hiicrelerin birbirinden farkli protein
sentezlediklerini ortaya koyan ¢esitli calismalar bulunmaktadir. Degisim esnasinda bazi
genlerin anlatimi tesvik edilirken bazilar1 da baskilanir. Biyofilm tabakasi olusturmak
iizere anlatim yapmaya baslayan genler, polisakkarit, peptidoglikan, hiicre i¢i adezin,
otolizin, haberlesme sinyalleri, ylizey ve kontrol proteinleri gibi maddelerin sentezini
baglatir. Planktonik faza gore onemli farklarin olmasi, "biyofilm yasam modu" tanimini
kuvvetle desteklemektedir. Bu esnek ve hizli degisimleri ¢ok hiicreli 6karyotlarin yapmasi

imkansizdir.
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Biyofilm tabakasi 1s1 degistiricilerde, su ve yakit ileten borularda, gemi karinalarinda,
dis iinitelerinde, bina duvarlarinda, su aritma, depolama, isleme ve dagitim tesislerinde
biyofauling olarak da adlandirilan istenmeyen tortu ve tabakalagsmalara yol agarak 6nemli
derecede ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Biyofilm tabakasi kati-sivi, gaz-kati, gaz-
s1v1, s1vi-siv1, kati-kati gibi farkli ara yilizlerde olusabilir. Yapilan caliymalara dayanarak,
ylizeylerde biyofilm tabakasinin olusumunun engellenmesinin neredeyse imkansiz oldugu
sOylenebilir. Ancak dogru malzeme se¢imi, diizenli temizlik ve dezenfeksiyon ile biyofilm
olusumu azaltilabilir. Yiiksek biyofauling potansiyeline sahip endiistriyel sistemlerde ek
olarak siirfaktan madde kullanimi ile yiizeye tutunmus bakterilerin sokiilmesi kolaylasir.
Ozellikle iyonik olmayan yapidaki siirfaktanlarin biyofilm tabakasini anlaml diizeyde

depolimerize ettigi bildirilmistir (Satoh ve ark. 2004).

Yiizeye tutunan bakteri ¢ogalarak dnce mikrokolonileri, bunlar da biiyiiyiip yatay
planda genisleyerek biyofilm tabakasmi olusturmaktadir (Sekil 2.6). Tutunma
gerceklesince bakteri bir takim adaptasyon evreleri gecirir. Bunlar icinde EPS iiretimi ve
antimikrobiyal ajanlara diren¢ gelisimi en dnemli olanlaridir. Biyofilm ile ilgili yapilmis
calismalarda en iyi incelenmis tiir olan Pseudomonas aeruginosa bakterileri, hiicre-hiicre
haberlesmesiyle (quorum-sensing) tiremelerini durdurma 6zelligine sahiptir. Hiicre digina
saldiklar1  sinyal molekiiller = yardimiyla hiicreler popiilasyon  yogunlugunu
algilayabilmektedir. Ancak her tiiriin kendine 6zgii sinyal molekiilleri oldugu i¢in farkh
tirlerin ~ bulundugu  heterojen  biyofilm  tabakalarinda  farkli  haberlesmeler
gerceklesmektedir. Bakteriler hiicre-hiicre haberlesmesiyle c¢evre sartlarina gore
davranislarii diizenler. Ayrica, besin varligi, diger mikroorganizmalara karsi savunma,
toksik maddelere direng gibi degiskenlere cevap vererek canliliklarini siirdiirtir. Biyofilm
tabakasmin en kiigiik birimleri mikrokolonilerdir. Mikrokoloni i¢inde bulunan bakteriler
Brown Hareketi yetenegini kaybetmislerdir. Mikrokoloniler ¢ogunlukla sapkali mantar

goriinimiindedir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Yiizeylerde biyofilm olusumunu gosteren sematik diyagram (Peg Dirckx'm

yazili izniyle kullanilmistir - Center for Biofilm Engineering, Bozeman USA)

Bakterilerin biiyiik cogunlugu bu yapinin sapka kisminda, ¢ok az1 ise sap kisminda yer
alir. Mikrokoloninin ince yapisinda ¢ok fazla miktarda su kanallar1 oldugu ve bu gegirgen
kanallar yardimiyla oksijen, besin ve artik maddelerin tasindigi belirtilmistir. Bu
kanallarmin birbiriyle birlesen yapisi, dkaryotik hiicrelerdeki endoplazmik retikuluma
benzetilebilir. Bu sekliyle olgun bir mikrokoloni olarak kabul edilen yapinin olusumu 10
glinde tamamlanabilmektedir. Mikrokoloniler ince biyofilm tabakalarinda yatay, kalin
biyofilm tabakalarinda ise dikey planda diizenlenir. Bu diizenlenmede en 6nemli etkenler
su akis hiz1 ve yiizey gibi ¢evre kosullaridir. Suyun akis hizinin artmasi EPS iiretimi ile
mikroorganizma sayisii artirmakta ve daha ince biyofilm tabakasi olugmasina yol
agmaktadir.

Baz1 mikroorganizmalar ylizey lizerinde hareketlidir ve 10 Hz'den biiyiik titresimler
yaparak ya da goc ederek (~1 pm/saat) yer degistirirler. Hareket, bakterinin hiicre dis1
yapilariyla olabilecegi gibi su akisi tarafindan da tesvik edilebilir. P. aeruginosa ve E. coli
bakterileri sahip olduklar1 kirpik ile ylizeye yaklasip tutunarak mikrokoloni olusturur. Bu
bakterilerin kirpik tagimayan mutantlarinin sadece tek swali biyofilm tabakasi
olusturduklar1 ve bu siireci daha uzun zamanda tamamladiklar1 tespit edilmistir. Vibrio
cholerae bakterisi flagella hareketiyle ylizeyde hizla yayilirken, kirpiksiz mutantlar ayni

ylizeyde birbirinden ¢ok uzak, adaciklar halinde gelisen zayif mikrokoloniler
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olusturmaktadir. Biyofilm tabakasinin dinamigine etki eden bazi biyotik ve abiyotik

faktorler Sekil 2.7'de genel olarak gosterilmistir.

Genotipik faktorler
Tarlerin dagilimi,
hircre-hiicre
sinvalizasvonu,
vapigma. harelet

Yiizey dzellikleri
Malzeme tipi. scrbest
vilzey enerjisi, vivey
piiriizliligi

Giris ve cilag
Organik-inorganik
maddeler, hiicre
SIOZYONU Veya
dokiilme

Yikia siiregler
Avlanma,
antimikrobiyal
ajanlar. fajlar

BiYOFILM
TABAKASI
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Sekil 2.7. Biyofilm tabakasinin gelisimi ve biyolojisine etki eden bazi faktorler(Satoh ve

ark. 2004)

Biyofilmin iist tabakalarindaki hiicreler besin maddeleri ve oksijene daha kolay
ulasirken, metabolik atiklarin desarji da kolay olur. Besin ve oksijenin daha zor girdigi
derin kisimlardaki bakteriler bu sikint1 nedeniyle metabolik olarak daha az aktiftir ya da
uyku fazindadir. Cogunlukla bakterilerin baskin oldugu biyofilm tabakalarinda protozoon
ve mantara da rastlanir. Protozoonlar genellikle beslenme amaciyla EPS matriksin igine

girerler.
2.6.1. Membran Biyofilm Reaktorleri

Membran Biyofilm Reaktorleri (MBfR), membran ve biyofilm kombinasyonundan
olusan dogal mekanizmali bir sistemdir (Sekil 2.8). Bu sistemde kullanilan membranlar
gaz transfer eden membranlar olup gaz substrati membranin dig yiizeyinde tutunmus halde
bulunan biyofilme dogru difiize edilirler. Genellikle iki tip membran biyofilm reaktdrleri

bulunmaktadir: oksijene dayali MBfR (gaz substrat elektron alic1) ve hidrojene dayali
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MB1{R (gaz substrat elektron verici). MBfR kavrami aslinda 1960’11 yillara dayanmaktadir.
Schaffer ve dig. (1963) gecirgen plastik film kullanarak oksijen transferini saglamislar ve
dis ylizeyde biyofilm olusturmuslardir. 1970 ve 1990 yillar1 arasimda membran
materyallerinin artistyla organik BOI oksidasyonu, nitrifikasyon ve
nitrifikasyon/denitrifikasyon i¢in O,-MBfR sistemleri gelistirilmistir. Biyofilme direk
substrati ileten bu aerobik sistemler membran havalandirmali biyofilm reaktorler (MABRS)
olarak adlandirilmistir. Maalesef su ve atiksu aritimmda bugiine kadar cok etkili bir
uygulamasina rastlanmamistir. Muhtemelen bunun nedeni mikroorganizma i¢in oksijen

transferini saglayan ¢ok ¢esitli yontemlerin mevcut olmasidir.

& e
Kabarciksiz gaz - e e
transfer membram e

Bl}'Ofilm o }me}mdm e
Y disa dogru R

olmaktadar.

Sudaki —j\ﬁ

kirleticiler A o

.............

Sekil 2.8. MBfR’n ¢alisma mekanizmasi
2.6.2. Litaratiir Ozeti

Atiksudan niitrient giderimi sucul ortamlardaki yasam i¢in olduk¢a 6nemli can alict bir
konudur. Nehirlere veya gollere yiiksek azot desarji asir1 alg biiylimesine yol agarak
otrofikasyonu tetikleyeceginden su kalitesinde bozunmalara yol agmakta ve halk saglhigini
olumsuz yonde etkilemektedir (Vasiliadou ve dig., 2006). Azot giderimi i¢in fiziksel,
kimyasal ve biyolojik proseslerin kombinasyonu olan ¢ok sayida yeni aritma teknikleri
bilinmektedir. Fizikokimyasal prosesler ile kiyaslandiginda daha diisik aritma

maliyetinden dolay1 biyolojik azot giderim prosesleri 6n plana ¢ikmaktadir (Kapoor ve
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Viraraghavan,1997). Ozellikle, mikrobiyal populasyonlarin daha iyi anlagilmasini saglayan
molekiiler biyolojideki gelismeler nedeniyle biyolojik hibrit prosesler iizerinde yapilan
calismalarda biiyiik artis goziikmektedir. Biyolojik azot giderimi temel olarak iki asamada
gerceklesmektedir. Birinci asama, amonyumun nitrat ve nitrite oksidasyonunu kapsayan
nitrifikasyon prosesidir. Ikinci asama ise nitrat ve nitrit bilesiklerinin azot gazina

indirgenmesini kapsayan denitrifikasyon prosesidir (Metcalf&Eddy, 2003).

Heterotrofik denitrifikasyon 6zellikle atiksu aritiminda nitrat giderimi i¢in kullanilan
en yaygin prosestir. En yaygm bilinen heterotrof denitrifikasyon bakterileri
Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Bacillus  ve
Chromobacterium’dur. Bu bakteriler nitrit ve nitrati elektron alici olarak kullanarak
organik maddeyi biyolojik olarak parcalamaktadirlar. Organik maddenin diisiik oldugu
durumlarda heterotrofik denitrifikasyon yetersiz kaldigindan dolay1 azot giderimi istenen
diizeyde ger¢ceklesmemektedir. Bu nedenle, iiglinciil aritim durumlarinda genellikle
metanol, etanol ve asetat gibi organik maddeler ilave edilmektedir. Ikincil ¢ikis sularmda
nitrat konsantrasyonundaki degisimlerden dolayi, {i¢linciil aritim ¢ikisinda organik madde
kalintis1 kaldigindan aritilmis su kalitesi agisindan sistem performanst olumsuz
etkilenmektedir. Heterotrofik denitrifikasyonda karsilasilan dezavantajlardan dolayi, bazi
arastirmacilar 6totrofik denitrifikasyon lizerinde yogunlagsmaya baslamislardir (Lee and
Rittmann 2002; Lee and Rittmann 2003; Cowmann ve dig., 2005; Terada ve dig., 2006;
Rittmann, 2006; Hasar ve dig., 2008). Ototrofik denitrifikasyon prosesinde, elektron alici
nitrat ve nitrit, elektron verici hidrojen ve karbon kaynagi ise CO,, HCOj;™ gibi inert karbon
kullanildigindan ¢ikis sularinda organik madde kalintisi ve yiiksek ¢amur olusumu gibi
dezavantajlar s6z konusu degildir. Ototrofik denitrifikasyon prosesinde ise Ochrobactrum
anthropi, Pseudomonas strutzeri, Paracoccus denitrificans ve Paracoccus panthotrophus
tiirleri tanimlanmustir (Smith ve dig., 2005). Ototrofik prosesin diger bir avantaji da diisiik
biyokiitle olusumudur (Rittmann, 2006). Heterotrofik denitrifikasyon prosesinde metanol
kullanildiginda biyokiitle olusum hiz1 1.05 g VSS/g NO3 -N (Folgar ve Briski, 2003) iken
otorotrofik denitrifikasyonda biyokiitle tretim hizi 0.24-0.31 g VSS/g N O3 - N’dir
(Nerenberg ve dig., 2002).

Cesitli polimerik materyallerden iiretilen yeni membranlar biyolojik proseslerde

sadece kati/sivi ayriminda degil ayn1 zamanda gaz substrat transferinde ve biyofilm destek
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malzemesi olarak da kullanilmaya baslanmistir. Gaz gegirgen membranlar {izerinde
biyofilm olusturmak klasik biyofilm sistemlerine nazaran daha avantajli goziikmektedir.
Membran biyofilm reaktorleri (MBfR), substrat gaz transferini saglayan hidrofobik
membranlardan teskil edilmektedir. Elektron alic1 veya elektron verici bir gaz atiksudan
giderilmek istenen kirletici ¢esidine gore degiskenlik gdsterebilir. Ornegin nitrat, klorlu
solventler, perklorat gibi okside olmus kirleticiler su ortamindan giderilmek istendiginde
elektron verici olarak H, gazi kullanilirken biyooksidasyon i¢in elektron alici olarak O,
kullanilmaktadir (Hasar ve dig., 2008). Her bir membran fiberine verilen gazin kabarcik
olusturmaksizin i taraftan dig tarafa dogru diflizyon ile transferi, membran biyofilm
reaktorlerinin en onemli avantajlarindan biridir. Boylece membran ylizeyi {izerinde olusan
biyofilm, ilgili gaz substratin1 %100’e yakim 6l¢lide kullanacagindan hem daha ekonomik

hem de daha hizl1 biyokimyasal reaksiyonlarin ger¢eklesmesi s6z konusudur.

Membran Destek materyali
] Biyofilm Sivi Biyofilm Sivi
[ substrat — T ]
]
Substrat < II
1
/ Gaz
/
V4
-
1. MBfR 2. Klasik biyofilm sistemi

Sekil 2.9. Membran ve Klasik Biyofilm Sistemlerinin Caligma Prensibi (Hasar ve ark.
2008)

Sekil 2.9, hem klasik hem de membran biyofilm reaktorlerindeki ¢aligsma
mekanizmasini gostermektedir. Klasik biyofilm reaktoriinde, hem gaz hem de substrat ayn1
tarafta oldugundan biyofilmin derin kisimlarinda anoksik veya anaerobik sartlar olusmaya
baglar. Ayrica, damlatmali filtreler, doner biyolojik kondaktdrler, biyolojik filtreler gibi

klasik biyofilm sistemlerinde reaktér hacminin %50-60’1 destek malzemesiyle
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doldurulmaktadir. Diger taraftan, MBfR’da ise gaz konsantrasyonu membran yiizeyinde
maksimum degerde iken substrat konsantrasyonu ise minimum degerdedir. Ayrica, klasik
sistemlerdekine esit substrat yiiklerini aritan MBfR’da biyofilmin tutuklu oldugu destek
materyali reaktoriin sadece %1-2’1 kadardir (Brindle ve dig., 1998).

Literatlirde, membran biyofilm reaktdriiniin 6zellikle nitrifikasyon amacli {igiinciil
aritim asamasinda kullanildig1 bazi ¢alismalar (Brindle ve dig., 1998; Shin ve dig., 2005;
Cowman ve dig., 2005; Hasar ve dig., 2008) oldugu gibi, toplam azot giderimini
hedefleyen ¢esitli calismalara da rastlanmaktadir. Toplam azot giderimi iizerine
yogunlasan caligmalar incelendiginde; 6zellikle denitrifikasyon amaciyla hem heterotrof
mikroorganizmalar (Satoh ve dig., 2004; Jacome ve dig., 2006; LaPara ve dig., 2006) hem
de otorotrof mikroorganizmalarin kullanildigi goriilmektedir (Cowman et al, 2005; Hasar

ve dig., 2008; Hasar, 2009).

Membran biyofilm reaktorlerinde heterotrof denitrifikasyon i¢in, elektron verici olarak
besleme suyu icerisinde mevcut olan organik madde kullanilmis ve tek reaktor icerisinde
membran yiizeyinde hem denitrifikasyon bakterilerinin hem de nitrifikasyon bakterilerinin
birlikte biiylimesi planlanmistir. Nitrifikasyon bakterilerinin daha yavas biiyiimeleri
denitrifikasyon hizini etkilemis, nitrifikasyon bakterileri tarafindan iiretilen NOs;™ and NO,"
sinirlamasindan dolay1 denitrifikasyon bakterileri yeterli elektron verici bulamadiklari
zaman sistem performansi yeterli diizeyde olmamistir. Diger taraftan, Cowman ve dig.
(2005) ardisik nitrifikasyon ve denitrifikasyon reaktorlerinde, denitrifikasyon i¢in elektron
verici olarak organik madde yerine H, gazi kullanmiglar ve 6totrofik denitrifikasyon ile
toplam azot giderimine ulagsmislardir. Yapilan bu calismada, nitrifikasyon reaktorii ve
denitrifikasyon reaktoriinde siirekli bir sirkiilasyon saglanarak elektron alic1 ve vericiler
arasinda bir denge saglanmaya calisilmistir. Fakat nitrifikasyon reaktdriinden
denitrifikasyon reaktoriine gecen c¢Ozinmiis oksijen denitrifikasyon reaktoriinde
inhibisyona neden oldugundan toplam azot verimi olumsuz etkilenmistir. Hasar ve dig.,
(2008) iki ardisik membran biyofilm reaktdrii ile BOI oksidasyonu, nitrifikasyon ve
denitrifikasyon proseslerini gerceklestirmislerdir. Ik reaktdrde elektron alici olarak
membran fiberleri igerisine verilen oksijen gazi ile hem heterotrof hem de O&totrotrof
biyofilm olusturulmaya c¢alisilmistir. BOI oksidasyonunu saglayan heterotroflar ile

nitrifikasyonu saglayan oOtotroflar arasindaki rekabet nedeniyle nitrifikasyon prosesi 120.
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glinden sonra olusmaya baslamistir. Diger taraftan BOI oksidasyonunu saglayan
biyofilmde gerceklesen kopmalar ve c¢oziinmiis mikrobiyal iirlinler nedeniyle birinci
reaktorle direk baglantili olan hidrojene dayali denitrifikasyon reaktoriinde cesitli isletim
problemleriyle karsilagilmistir. Ototrofik denitrifikasyon prosesi bircok arastirmact
tarafindan ¢alisilmis ve sistem optimizasyonu netlik kazanmistir (Lee and Rittmann 2002;
Lee and Rittmann 2003; Terada, 2006; Hasar ve Ipek; 2010). Lee ve Rittmann (2002) ile
Terada ve dig., (2006) ¢alisma sonuglar1 kiyaslandiginda 20 kPa H, basinci altinda farkl
nitrat akilar1 tespit edilmistir. Lee ve Rittmann (2002), 0.5-1.6 g N/m’.giin arahiginda nitrat
akisina ulasmisken Terada ve dig., (2006) 3.5 g N/m’.giin degerinde nitrat akisini rapor
etmislerdir. Her 1iki arastirmaci grubu tarafindan belirlenen denitrifikasyon
kapasitelerindeki 6nemli farklilik sistem kararliligi bakimimdan bir siiphe uyandirmistir. Bu
nedenle, Lee ve Rittmann (2002) calismasindaki ayn1 membran ve sartlar1 temsilen Hasar
ve Ipek (2010) detayl bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Yapilan calisma neticesinde, nitrat
yiliklemesine bagl olarak denitrifikasyon kapasitesinin degistigini tespit etmislerdir. Nitrat
yiikii 0.26-3.61 g N/nr’.giin araliginda degistirildiginde nitrat akismin da 0.26-3.44 g
N/m’.giin arah@mmda degistigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar hidrojene dayali
MB{R’deki o6totrofik denitrifikasyon kapasitesi ilizerinde nitrat yiiklemesinin azot giderim
seviyesini etkileyecegini kanitlamistir. Ayrica, elde edilen sonuglar basarili nitrifikasyon
prosesi sonrasinda kurulan ototrofik denitrifikasyon reaktorii ile % 100°e yakin azot

gideriminin vukuu bulacagini géstermektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Membran Biyofilm Reaktorii

Reaktoriin asilanmasi i¢in Malatya Atiksu Aritma Tesisi Havalandirma Havuzu’ndan
aliman ve aerobik mikroorganizmalarca zengin amonyum oksitleyici bakterilerden olusan
camur kullanilmistir. Deney 250 ml’lik tam karisimli oksijene dayali membran biyoreaktor
icerisinde gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Reaktorlerde kullanilan membranlarin (Model
MHEF 200 TL, Mitsubishi Rayon) fiziksel 6zellikleri Tablo 3.1°de sunulmustur.

Tablo 3.1. MB1{R sisteminde kullanilan membranlarin fiziksel 6zellikleri

Ozellik Birim

Etkili Fiber Uzunlugu cm 11
Fiber dis cap1 um 310
Toplam Fiber ylizey alani cm’ 107
Toplam Fiber sayist - 32

Giris MEMERAN Cikig
"i' ..................... o e R *

d | Vi

1 L
i
v O
EARISTIRICT

k ) LN Iy Kangteg

A : . .

Sekil 3.1. Deney diizenegi ve sematik gdsterimi
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3.2. Isletim Siireci

Reaktore O, gazi siirekli olarak verilmek suretiyle reaktor icerisinde aerobik kosullarin
siirekliligi saglanmistir. Reaktdr ilk olarak, hidrolik bekletme siiresi 10 giin olacak sekilde
calistirilmig, tam karisim 25010 rpm (devir/dk.) hizinda calisan otomatik karistirict ile
saglanmistir. Reaktor, klima sayesinde oda sicakliginda 251 °C olacak sekilde sabit
tutulmustur. Reaktore, artan konsantrasyonlarda amonyum iceren sentetik atiksu
beslenmistir. Sentetik atiksu, NH4Cl formunda amonyum ve mineraller ile olusturulmustur

(Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Sentetik atiksu i¢in kullanilan mineral ortamin bilesimi

Bilesen Konsantrasyon(g/l)
NH4Cl 0,15
NaHCO; 0,6
Na,CO3 0,1
CaCL.2H,0 0,004
MgS04.7H,0 0,0125
ZnS04.7H,0 0,00125
MnSO4.H,O 0,005
CoClL.6H,0 0,0003
FeS0O4.7H,O 0,002
CuSOy 0,0001
Na,Mo04.2H,0 0,00035
KCI 0,007
K;HPO, 0,0074

3.3. Molekiiler Tanimlama

Reaktor isletimi swasmnda biyofilm numuneleri almarak molekiiler teknikler
kullanilmis ve okisjene dayali MBfR’da mikrobiyal tiirler tespit edilmeye ¢alisilmistir. Bu
amagla, alman numunelerde bakteri DNA’s1 ekstrakte edilmis, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile 16S rRNA genleri ¢ogaltilmis ve DGGE teknigi kullanilarak popiilasyon

dinamigi incelenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Mikroorganizmalarin belirlenmesi amaciyla yiiriitillen molekiiler analiz yontem

I 1Yy Sekans analizi

basamaklari
3.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Numunelerden DNA ekstraksiyonu ic¢in UltraClean Soil DNA izolasyon Kkiti
kullanilmigtir. Ekstraksiyon islemi iiretici firma tarafindan verilen protokole gore
yapilmistir. Hiicre materyalinde bulunan DNA haricindeki safsizliklar1 gidermek
maksadiyla DNA ekstraksiyonu, PCR reaksiyonuna baslamadan 6nce gercgeklestirilmistir.

Bu ¢aligmada, uygulanan protokol asagida verilmistir.
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10.
11.

12.
13.

14.

15.
16.

Tiipte 2 ml ¢ozelti bulunmak sartiyla, 1 cm uzunlugunda kesilen biyofilm icerikli
membran fiberi DNA ekstraksiyon kitine ilave edilmistir.

Vortekste yavasca karigtirilmistir.

S1 ¢ozeltisinin ¢okelek igerip icermedigi kontrol edilmis, eger S1 cozeltisi ¢cokelek
icermis ise kullanmadan once ¢6zelti ¢oziinene kadar 60 °C’de isitilmistir.

60 ul S1 ¢ozeltisinden DNA ekstraksiyon kitine ilave edilmis ve bir ka¢ kez ters diiz
edilmistir veya vortekste yavasea karistirilmistir.

200 ul IRS ¢ozeltisinden ilave edilmistir

Vorteks icin kullanilan Mo Bio vorteks adaptor tiip tutucusu yatay olarak kullanilmis
tiip kapaklarmmin kapali oldugundan emin olunduktan sonra 10dk maksimum hizda
karstirilmstir.

2 ml’lik tiiplerin santrifiijde siirtinmeden dondiigiinden emin olunduktan sonra tiipler
10000 rpm de 30 saniye santrifiij edilmistir (Sekil 3.3 A). 10.000 rpm’in
asilmadigindan veya tiiplerin kirilmamis oldugundan emin olunmustur.

Ust siv1 yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Bu asamada, kalint1 tipine bagh
olarak, 400 ile 450 pl iist s1vi olmas1 beklenmektedir. Alinan iist sivinin hala baz1 kati
partikiilleri i¢erebildigi bilinmelidir.

250 pl S2 c¢ozeltisi iist sivinin alindig1 tiipe ilave edilmis ve 5 sn vortekste
karistirilmigtir. Daha sonra, 4 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

Tiipler 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiijjden sonra kiigiik parcaciklar almamaya c¢alisilmigs ve 450 pl {ist sivi temiz
mikrosantrifiij tlipline aktarilmistir.

900 pl S3 ¢ozeltisi list siviya ilave edilmis ve 5 sn vortekste karistirilmastir.

Ortalama 700 pl’si spin filtereye bosaltilmis ve 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir ve filtrelenen kisim uzaklastirilmistir. Tekrar 700 pl {ist sivi spin filtreye
ilave edilmis ve ayni kosullar altinda santrifiijlenmistir. Kalan diger iist siv1 da spin
filtreye ilave edilerek ayni islemler yapilmistir (Her numune i¢in ii¢ defa {ist siv1 spin
filtreye alinmis, santrifiijlenmis ve uzaklastirilmistir)

300 pl S4 cozeltisi spin fitlere ilave edilmis, daha sonra 30 sn 10 000 rpm’de santrifiij
edilmistir.

Filtrelenen kismi uzaklastirilmistir.

1 dakika tekrar santrifiij edilmistir.
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17. Spin filtre dikkatli bir sekilde yeni ve temiz bir tiipe yerlestirilmistir. Spin filtre
iizerine herhangi bir S4 ¢6zeltisinin sigramamasina dikkat edilmistir.

18. 50 ul S5 ¢ozeltrisi beyaz membran filtrenin merkezine ilave edilmistir.

19. 30 sn. santrifiij edilmistir.

20. Spin filtre ¢ikarilmistir. Artik, tiipiin igerisindeki DNA uygulamaya hazir haldedir.

Bagka bir isleme gerek yoktur. Ekstraksiyonu yapilan DNA numuneleri -20°C’de
muhafaza edilmistir (Sekil 3.3 B).

Sekil 3.3. A) Sogutmali Mikrosantrifiij B) Numune Saklama B6lmesi (-20°C)
3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR isleminde tiir tanimlamasinda kullanilacak hedef genin (16SrDNA) ¢ogaltilmasi
icin TECHNE /TC-512 cihaz1 kullanilmistir (Sekil 3.4 A).

Sekil 3.4. A) DNA ¢ogaltma islemi i¢in kullanilan TECHNE /TC-512, B) agaroz jel

elektroforezi
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16S rRNA geninin mutasyona daha az ugramasi ve direngli bir gen olmasi
bakimmdan tiir tanimlamalarinda tercih edilmektedir. PCR islemi hedef genin
cogaltilmasinda birka¢ adimdan olusan hiicre disi DNA replikasyonu olarak da tabir
edilebilir. PCR reaksiyonunda ilk asamada c¢ift sarmal halde bulunan DNA molekiiliinde
birbirine hidrojen baglariyla baglh olan baz ciftleri yiiksek sicaklikta ayrilarak tek zincir
haline doniismektedir. Ikinci asamada ileri ve geri primerler 16StTRNA genine baglanmakta
ve uygun sicaklikta polimeraz enziminin de yardimiyla ortamdaki bazlar uygun yerlere
baglanarak uzama islemi ger¢eklesmektedir. TECHNE (TC-512) marka PCR cihazi hiicre
dist DNA replikasyonuyla hedef genin cogaltilmast islemi ig¢in programlanmistir.

Kullanilan program asagidaki sekildedir.

1. 95°C’de 5 dakika ilk ayrilma (denaturasyon) ard arda toplam 30 dongii olacak
sekilde;

2. 94°C’de 30 saniye (denatiirasyon),
3. 50°C’de 1 dakika primer baglanmasi (ileri geri primer),

4. 72°C’de 2 dakika boyunca primere yeni niikleotitlerin baglanmasi (primerlerin

uzamasi)
30 dongiiniin tamamlanmasini takiben son olarak
1. 72°C de 10 dakika boyunca son niikleotit eklenmesi (final extension)

PCR iirlinlerinin mevcudiyeti etidium bromiir veya Syber Gold ile boyanan %1

agirlik / hacim (w/v)’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir (Sekil 3.4 B).
3.3.3. Denatiire Gradyan Jel Elektroforezi (DGGE)

Agaroz jel elektroforezinde PCR isleminin basarili olup olmadigi test edildikten sonra,
PCR isleminde ¢ogaltilan hedef gen denatiire gradyan jel elektroforez (DGGE) islemine
tabi tutulmustur. DGGE islemiyle bir dnceki asamada elde edilen PCR iirtinlerindeki
tiirlerin birbirinden ayrilmasi saglanmistir. INGENY phor L-2 cihazi kullanilarak
gerceklestirilen islemde mikrobiyal tiirler icerdikleri G ve C igerigine farkli noktalarda
konumlanmig ve ayrilan bantlar kesilerek dizi analizi islemine tabi tutulmustur (Sekil 3.5
A). DGGE i¢cin hazirlanan jel, %35-60 arasinda degisen bir gradyanta (%100 kik
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denatiirant, 7 M iire, %40 Akrilamid bis (v/v) ve formamit) sahip olup, IXTAE tampon
¢Ozeltisi i¢inde % 8 poliakrilamid jel igermektedir. DGGE islemi 60°C ve 100 V da 16-22
saat slirdiiriilmiistiir. Elektroforezden sonra, jel SYBR Gold ¢6zeltisinde (100uL/L TAE

tampon ¢ozeltisi) 35 dakika boyanmis ve jel goriintiileme cihazi ile fotografi ¢ekilmistir
(Sekil 3.5 B).

Sekil 3.5. A) DGGE i¢in kullanilan INGENY phor L-2, B) Jel Goriintiileme Cihaz1

DGGE analizinde elde edilen bantlar steril bir bistiirii ile karanlik odada kesilmis ve
icinde 20 uL. DNA igermeyen su bulunan 1 mL’lik tiiplere konmustur. Daha sonra tiipler
-20°C ayarli buzdolabinda saklanmistir. Bu numuneler PCR analizinde kullanilmis ve
yukarida bahsedilen PCR programi kullanilarak DNA parcalar1 ¢ogaltilmistir. Caligmada
DGGE teknigi i¢in PCR yiriitiildiigiinde kullanilan ileri yonli (forward) primer dizilimi
GC klampli (GC-BacV3f) 5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG
GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG-3 ve ters yonlii (reverse) primer ise
5’- ATT ACC GCG GCT GCT GG-°3 seklindedir. DGGE bantlar1 kesildikten sonra ileri
yonli (BacV3f) 5°- CCT ACG GGA GGC AGC AG-‘3 ve ayni ters yonli primer ile
PCR’da c¢ogaltilip DNA sekans analizi i¢in gonderilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Membran Biyofilm Reaktoriinde Oksijen Difiizyon katsayis1 (ODH)

Membran biyofillm reaktorleri kurulduktan sonra, saf su kullanilarak membran fiber
yiizeyleri temiz iken farkli O, basmglarinda oksijen diflizyon hizi (ODH) belirlenmistir.
Saf su ile doldurulan MB1R reaktdriinde ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun sifirlanmasi
icin stlfit ve kobalt ilave edilmis ve ¢dziinmiis oksijen metre ile reaktdrde oksijen olmadigi
kontrol edilmistir. Daha sonra oksijen tiipii agilarak basing regiilatorii ile 2-10 psi (0,136-
0,68 atm) oksijen basinglar1 altinda MBfR reaktoriindeki ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyon
degeri 6 mg/l oluncaya kadar zamana karsilik kaydedilmistir. Elde edilen verilere dayali
olarak oksijen transfer katsayilar1 belirlenmistir (Sekil 4.1). Oksijen gazi membrandan
difizyon mekanizmasi ile su ortamma gectiginden ve membranlarda kabarcik
olusmadigindan dolay1 oksijenin tamamen suda ¢oziindiigii kabul edilmis ve atmosfere

kacan miktar thmal edilmistir.

Sekil 4.1°’de goriildiigii gibi, 10 psi (0,68 atm) basing altinda biyokiitle icermeyen
reaktor icerigindeki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu 6 dakika igerisinde yaklasik 6
mg/I’ye ulagirken uygulanan basing diiserken 6 mg/I’e ulagsma siiresi uzamistir. 8 psi(0,544
atm) basing altinda 7 dakikada, 6 psi(0,408 atm) basing altinda 9 dakikada, 4 psi(0,272
atm) basing altinda 12 dakikadave 2 psi(0,136 atm) basing altinda oksijen transfer katsayisi
22 dakikada 6 mg/l seviyesine ulagsmistir.

Oksijen Transfer Katsayis1 asagidaki formiille hesaplanmistir:

Cs—Ce
Cs—Co (4'1)

Kla=—%><ln

Kla: Oksijen Transfer Katsayisi ( saat ™)

t: zaman ( saat )

Cs: Doygunluk anindaki ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu ( mg/1)
Ce: Herhangi zamandaki ¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonu ( mg/1)

Co: 0 anindaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu ( mg/l )
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Sekil 4.1. Membran Biyofilm Reaktoriinde Farkli Basinglar Altinda Oksijen Transfer
Katsayilar1
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Sekil 4.2. Membran Biyofilm Reaktoriinde Uygulanan Oksijen Basinglarina gore A)

Oksijen Transfer Katsayis1 ve B) Difiizyon Katsayisinin Davranisi

Deneysel calismalarda kullanilmak tizere kurulan membran biyofilm reaktoriiniin
oksijen transfer katsayis1 ve difiizyon katsayisinin uygulanan gaz basinglar1 altinda nasil
davrandig1 Sekil 4.2°de goriilmektedir. Oksijen transfer katsayisi ve diflizyon katsayisi,
oksijen gaz basinci 2 ve 4 mg/l araliginda yavas hizla artarken, uygulanan 6-10 psi oksijen

basinglarinda her iki katsayinin hizli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

Oksijen basinci 2 psi (0,136 atm)’de sabit tutuldugunda oksijen transfer katsayisi
18,05 st' ve difiizyon katsayis1 0,56 cm®/s iken, oksijen basinci 4 psi (0,272 atm)’e
yiikseltildiginde bu degerlerin sirasiyla 20,35 st ve 0,60 cm’/s’e yikseldigi tespit
edilmistir. Oksijen transfer katsayis1 6 psi (0,408 atm) oksijen basincinda 25,30 st”, 8 psi
(0,544 atm)’de 32,43 st've 10 psi (0,68 atm)’de 46,53 st” olarak hesaplanmustir. Diger
taraftan, Difizyon katsayisi ise 6 psi (0,408 atm)’de 0,75 cm’/s; 8 psi (0,544 atm)’de 0,96

cm’/s ve 10 psi (0,68 atm)’de 1,38 cm?/s olarak hesaplanmustir.
4.2.Membran Biyofilm Reaktoriinde Biyofilm Olusmasi

1 adet MB{R reaktorii 10 psi O, basimci altinda 4 saatlik bekletme siiresinde ve 100
rpm (devir/dk.) oranindaki sirkiilasyon hizinda amonyum igerikli sentetik besleme suyu ile
igletime almmustir. MBfR, bolim laboratuarinda isletilen ve nitrifikasyonun vukuu
buldugu ardisik kesikli biyoreaktdér ¢ikisindan alinan sivi ve Malatya Ili Atiksu Aritma

Tesisi ¢ikisindan alinan ¢ikis suyu karigimlari ile agilanmistir.  Asilanan membran biyofilm
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reaktorii 3 psi saf oksijen basinci altinda 48 saat dongiilii olarak igletilmistir. Daha sonra
reaktoriin 1/3’4 bosaltilmis ve 100 mg/L konsantrasyonuna sahip amonyum igerikli
besleme suyu ile tamamlanmistir. Bir hafta boyunca, siirekli ayni sekilde giinliik
beslemeler yapilmis ve nitrifikasyon goézlenmeye baslandiginda oksijen basinct 10 psi’ye

arttirilarak reaktor stirekli isletime alimastir.
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Sekil 4.3. Nitrifikasyon Kararli Hale Gelinceye Kadar Basing ve Oksijene Baglh
Amonyum, Nitrit ve Nitrat Miktar1

Reaktor stirekli beslemeye alindiktan sonra, giris amonyum konsantrasyonu 40 mg/1
olarak sabit tutulmustur. Ilk 25 giin oksijen basmci 6 psi (0,408 atm) ve hidrolik bekletme
siiresi 10 saat olacak sekilde reaktor isletilmistir. Sekil 4.3°de goriildiigii gibi bu siirecte
amonyum giderim yaklagsik %350 olarak go6zlenmistir. Bu isletim siirecinde, reaktor
cikisinda amonyum konsantrasyonu 20 mg/I’e diiserken nitrit konsantrasyonu yaklagik

olarak 11 mg/l ve nitrat miktari da 2,5 mg/I’e kadar artmigstir.
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25. giinden sonra reaktdrde, oksijen basmci 12 psi (0,816 atm) olacak sekilde
ayarlanmigtir. Reaktor bu sekilde 5 giin isletilmisve amonyum giderimi yaklasik % 55
olmustur. Cikis suyundaki nitrat konsantrasyonu 3,5 mg/l ve nitrit konsantrasyonu da 12
mg/I’e artmistir. Daha sonra reaktdrde olusan yiiksek basing nedeniyle oksijen basinci

tekrar 10 psi (0,68 atm)’ediisiiriilmiis ve 2 giin boyunca bu sekilde igletilmistir.

32. glinden itibaren reaktor isletim sartlar1 oksijen basinci 6 psi (0,408 atm), bekleme
siiresi 5 saat olacak sekilde degistirilmistir. 45. giine kadar amonyum miktar1 stirekli olarak
azalmig, nitrit ve nitrat miktar1 ise artmustir. Bu siirecte, c¢ikis suyu amonyum
konsantrasyonu 16 mg/I’e diigsmiis, nitrat konsantrasyonu 4 mg/1 ve nitrit konsantrasyonu

14 mg/I’e ylikselmistir.

45. glinden sonra nitrit miktarinda da azalma baslamistir. Nitrat miktarinda ise yavas
bir sekilde artis gézlenmistir. 63 giin boyunca reaktor amonyum miktar1 40 mg/1 olacak
sekilde calistirilmistir. Bu siirecte, amonyum giderimi yaklasik olarak % 64’e ulagmistir.

Nitrit miktar1 12,5 mg/1’e diiserken nitrat miktar1 ise 4,5 mg/I’e yiikselmistir.

Reaktor cikisinda yapilan analizler sonucu amonyum, nitrit ve nitrat miktarlar1 giris
amonyum miktari ile esdeger olmadig1 gézlenmistir. Bunun sebebi membran yiizeyinde
bulunan biyofilm {izerindeki mikroorganizmalarmm amonyumun belirli kisminit kendi

biinyelerinde tutmalar ile agiklanabilir.

Reaktor isletimi bu siiregte nitrifikasyon prosesinin i¢in gerekli olan biyofilm olusumu
icin isletilmistir. Amonyum konsantrasyonundaki azalma, nitrat konsantrasyonunda stirekli
artma ve nitrit konsantrasyonunda ise oncelikle artan akabinde azalan bir egilim olugmasi
nitrifikasyon biyofilminin olustugunu gosterdiginden projenin ana amaci olan is

paketlerine gecilmistir.

4.2.1. Membran Biyofilm Reaktoriinde Amonyum, Nitrit ve Nitrat Analizleri

4.2.1.1. Amonyum Analizi

Membran biyofilm reaktdr ¢ikigindan alinan 50 ml numuneye 1 ml Nessler Reaktifi ile
1-2 damla Rochelle ¢ozeltisi eklendi. Standart amonyum ¢6zeltisinden seyreltme ile 1, 2,5,
5, 7,5, 10 ppm’lik 50 ml’lik ¢6zeltiler hazirlanarak 50 ml’lik ayr1 ayri1 balon jojelere
alindiktan sonra her birinin lizerine 1 ml Nessler Reaktifi ile 1-2 damla Rochelle ¢ozeltisi

eklendi.
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50 ml’lik balon jojeye 50 ml saf su ve iizerine 1 ml Nessler Reaktifi ile 1-2 damla
Rochelle ¢ozeltisi eklenen sahit ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan biitiin ¢ozeltiler 10 dakika
bekletildikten sonra spektrofotometre kullanilarak 410 nm’de sahit ile spektrofotometrenin
absorbans degeri sifirlanarak kalibre edildi. Ayarlanan spektrofotometrede numune ve
standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri okundu. Grafigi cizilen absorbans degerlerinde

numunenin ka¢ mg/l oldugu hesaplandi.

4.2.1.2. Nitrit Analizi

Renk gelistirici ayra¢: 800 ml distile su icerisine 100 ml % 85’lik fosforik asit ve 10 g
siilfanilamid eklendi. Siilfanilamid tamamiyla ¢oziildiikten sonra 1 g N-(1 naphthyl)-
etilendiamin dihidroklorid eklendi. Coziiliinceye kadar karistirdi ve 1 litreye tamamlandi.
Stok nitrit cozeltisi: 1.232 g NaNO, distile suda ¢6ziildii ve 1000 mL’ye tamamlanda.
Ara stok nitrit ¢ozeltisi: Stok nitrit ¢ozeltisinden 50 ml alarak distile su ile 250 ml’ye
tamamlandu.
Standart nitrit ¢cozeltisi: Orta nitrit ¢ozeltisinden 10 ml alinarak 1000 ml’ye tamamlandi.
50 ml ya da 50 ml’ye seyreltilmis numuneye 2 ml renk gelistirici ayrag ilave edildi ve
karstirildi. Renk gelistirici ayrag eklendikten 10 dk. bekleme siiresinden sonra 543 nm
dalga boyundaki absorbansi 6l¢iildii. Standart nitrit ¢ézeltisinden 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40,
50 ml alind1 ve 50 mlI’ye tamamlandi. Numuneye uygulanacak olan islemler ayni sekilde
standartlara da uygulanarak kalibrasyon egrisi olusturuldu. Numunenin konsantrasyonu

egriden direkt olarak hesaplandu.

4.2.1.3. Nitrat Analizi

Stok nitrat ¢ozeltisi: KNO; 105 °C’de etiivde 24 saat kurutuldu. 0,7218 g susuz potasyum
nitrat distile suda ¢6ziildii ve 1000 ml’ye tamamlanda.

Orta nitrat cozeltisi: 100 ml stok nitrat ¢ozeltisi distile su ile 1000 ml’ye seyreltildi.
Hidroklorik asit ¢ozeltisi: HCI, 1N.

50 ml numuneye 1 ml HCIl ¢6zeltisi eklendi ve iyice karistirildi. Orta nitrat
cozeltisinden 0-7 mg NOs-N igeren kalibrasyon standartlar1 hazirlandi. Orta nitrat
cozeltisinden 0; 1.0 ; 2.0; 4.0; 7.0 ;.... 35.0 ml hacimlerinde alinip 50 ml’ye seyreltilerek

kalibrasyon i¢in standartlar hazirlandi. Numuneye uygulanan islemlerin aynisi standartlara
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da uygulandi. 220 nm dalga boyunda nitrat standartlar1 okundu, kalibrasyon egrisi
hazirlandi. Kalibrasyon egrisi yardimi ile numunenin nitrat konsantrasyonu bulundu.

4.3.Membran Biyofilm Reaktoriinde Nitrifikasyon Siireci

MB1{R reaktoriinde nitrifikasyon siireci i¢in biyofilm olusumu i¢in yiiriitiilen caligma
tamamlandiktan sonra, amonyum konsantrasyonu 20 mg/l seviyesine distlriilmiistiir. Bu
siiregte nitrifikasyon bakterileri ile asilanan ve biyofilm iceren 1 (bir) adet rektér 175 giin
isletilmistir. Reaktor kararli hale gelinceye kadar ¢oziinmiis oksijen seviyesi 3 mg/I’den
kademeli olarak 0,5 mg/l’e kadar diistiriilmiistiir. Reaktdrde hidrolik bekletme siiresi 7,5
saat’e yiikseltildiginde oksijen basinci 2 psi degerine diistiriilmiistiir. Bu sartlarda isletilen
reaktorde kisa bir siire sonunda (5 giin) ¢ikis suyundaki amonyum ve nitrit konsantrasyonu
onceki isletim giinlerine gore diismeye ve nitrat konsantrasyonu da yilikselmeye
baslamistir. Reaktordeki oksijen basinci da kademeli olarak diisiiriilmiis ve sistem
performansinda herhangi bir bozulma goézlenmemis, aksine nitrifikasyon performansi
diizelmeye baslamistir.

Optimum O, gaz basinct 0,5 psi olarak belirlenmistir. Bu basingta hidrolik bekletme
siiresi 1-7,5 saat araliginda degistirilerek hem optimum hidrolik bekletme siiresi hem de
reaktoriin  farkli yiiklerdeki nitrifikasyon hizlari, amonyum akisi, oksijen akisi
belirlenmistir. Bu boliimde, isletim siireci boyunca amonyum, nitrat, nitrit parametrelerinin
degisimi, nitrifikasyon hizi, amonyum vyiikii, oksijen akis1 ve KOI 20 mg/l ve 50 mg/I’de
MBH{R performansi detaylica sunulmustur (Sekil 4.4-4.10).

Sekil 4.4’de goriildiigii gibi, reaktor, amonyum azotu miktar1 20 mg N/I, oksijen
basinci 3 psi (0,204 atm), bekleme siiresi 5 saat olacak sekilde isletilirken ¢ikis suyundaki
amonyum azotu konsantrasyonu ortalama olarak 8 mg N/l olarak godzlenmistir. 5 giin
sonunda amonyum giderim miktar1 yaklasik % 61’olmustur.

Reaktorde hidrolik bekletme siiresi 7,5 saat’e yiikseltilip oksijen basinci 2 psi degerine
disirildiigiinde, c¢ikis suyundaki amonyum konsantrasyonu 4 mg N/I’e kadar diismiistiir.
Diger taraftan, nitrit miktar1 da azalmaya baslamis ve 11 mg N/I’e kadar diismiis, nitrat ise

8 mg N/I’e kadar yiikselmistir.
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Sekil 4.6. Oksijen Basinci ve Hidrolik Bekletme Stiresine Bagli Nitrat Degisimi

Hidrolik bekletme siiresi sabit tutulup fiberler arasindaki oksijen basinci 1 psi’e
disirildiigiinde, ¢ikis suyundaki amonyum konsantrasyonu lineer bir sekilde azalmigve
0,1 mg N/'nin altina dismiistiir. Benzer sekilde, nitrit konsantrasyonu da oOnceki
periyotlara gore lineer bir sekilde diismiis ve periyot sonunda 5 mg/l’e diismiistiir. Nitrat

konsantrasyonu ise 13 mg N/I’e kadar yiikselmistir.

Hidrolik bekletme siiresi sabit tutulup (7,5 saat) oksijen seviyesi 0,5 psi’e
disiirildiigiinde, ¢ikis suyundaki amonyum konsantrasyonu azalma egilimine devam etmis
ve 0,05 mg N/I altina diismiistiir. Bu stiregte ¢ikis suyundaki nitrit miktar1 da sifirlanmis ve
nitrat konsantrasyonu 19 mg N/I seviyesine kadar yilikselmistir. Bu siirecte, nitrifikasyon
verimi % 100 seviyelerinde gozlenmistir. 50.gline geldigimizde nitrit tamamen tiikenirken,

amonyum giderim miktar1 da %100’e yakin gerceklesmistir.

Farkli amonyum yiiklerinde nitrifikasyon verimini incelemek icin oksijen basmci 0,5
psi ve giris amonyum azotu konsantrasyonu da 20 mg/I’de sabit tutularak hidrolik

bekletme siiresi kademeli olarak diistiriilmiistiir. 58.glinden sonra, hidrolik bekletme siiresi
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5 saat’e digsiiriilmiis ve bu durum 23 giin siirmiistiir. Bu asamada, ¢ikis suyundaki
amonyum ve nitrit azotu konsantrasyonu tayin edilemeyecek kadar diisiik olarak elde

edilmistir. Nitrat azotu ise 17-18 mg N/I degerlerinde belirlenmistir.

81.gilinden sonra hidrolik bekletme siiresi 2.5 saat olacak sekilde degistirilmistir Bu
siirecte, reaktoriin amonyum giderim miktar1 %100 ve sistem iginde nitrit tamamen nitrata
yiikseltgenmistir. Cikis suyundaki nitrat azotu konsantrasyonu ortalama olarak 18 mg/l

Olctilmiistiir.

Isletim siirecinin 96 mnc1 giinii hidrolik bekletme siiresi 1 saat’e kadar diisiiriildiigiinde,
¢ikis suyundaki amonyum konsantrasyonu hemen artmis ve nitrat konsantrasyonu da
diigsmiistiir. Bu sartlarda, ¢ikis suyunda amonyum konsantrasyonu 3 mg/I’e yiikselmis ve
nitrat konsantrasyonu da 15,5 mg/I’e kadar diismiistiir. Sistem performansindaki bozulma
nedeniyle optimizasyon amaciyla hidrolik bekletme siiresi kademeli olarak tekrar
yiikseltilmistir. Bu amagla, 115’inci giin hidrolik bekletme siiresi 1,5 saat’e ytlikseltilmistir.
Sistem performansinda kayda deger bir diizelme goéziikmediginden isletimin 130’uncu
glinii hidrolik bekletme siiresi 2,5 giin’e tekrar yiikseltilmigtir. HRT’nin 2.5 giin’e
yiikseltilmesiyle sistem performansi diizelmeye baslamistir. Bu siiregte isletimin 140’ mnc1
glinlinden sonra amonyum konsantrasyonu 0,05 mg/I’nin altma diismiis ve zamanla

sifirlanmistir. Nitrat azotu konsantrasyonu da tekrar 18 mg/I’nin iistiine ¢ikmustir.
4.4. Amonyum Yiikii ve Nitrifikasyon Hiz Degisimi

Amonyum yiikii hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir:

(NH4—N)0 x Q

NH, Yiki = " (4.2)
NH, Yiikii : Amonyum yiikii ( g/m’-giin)
(NH4-N)O : Amonyum Giris ( mg/1)
Q : Debi ( l/giin)
A : Alan (m*)
Ornegin; amonyum giris miktar1 19,958 mg/1 iken,
Q=— (43)
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V: Hacim (I)

HRT: Bekleme siiresi (giin)

V=250mlx 11/1000 ml=0,251

HRT = 7,5 saat x (1 giin / 24 saat) = 0,3125 giin

0251
"~ 0,3125 giin

=0,81/gin
Alan =107 cm® = 0,0107 m’
Amonyum Giris = 19,958 mg /1 x 1 g /1000 ml = 0,019958 g/ 1

Gerekli diizenlemeler yapilip denklemde yerine yazilirsa;

... 0,019958x0,8 g
NH, Yiki = — =

olur.

Nitrifikasyon hiz degisiminde ise asagidaki formiil kullanilmistir;

Nitrifikasyon Hizi = M
(NO; — N)1 : Nitrat ¢ikis miktari(mg/1)

Ornegin;

0,0107 7 m2 x giin

(4.4)

(NO; —N)I =18,96 mg/l x 1 g/ 1000 mg =0,01896 g /1 olan MBfR’n Nitrifikasyon hizi,

o 0,01896 x 0,8 g
Nitrifikasyon Hizi = ————————— =

olur.

0,0107 m?xgin

Sekil 4.7°de isletim boyunca sistemdeki amonyum yiikii ve nitrifikasyon hizinin

degisimi verilmistir. Yapilan optimizasyon ¢alismasinda 0,5 psi oksijen basincin tam

nitrifikasyona ulagsmak icin yeterli goziikkmektedir. Sistem kararli hale geldikten sonra,

farkli amonyum yiiklerinde sistem performansini izlemek i¢in 0,5 psi oksijen basinci

altinda hidrolik bekletme siireleri kademeli olarak degistirilmistir. Amonyum yiikiiniin
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ortalama 1,5 g N/m’-giin oldugu durumlarda nitrifikasyonun tamamen gerceklestigi ve
nitrifikasyon hizinmn ortalama 1,42 g N/m’-giin oldugu tespit edilmistir. Amonyum vyiikii
ortalama 2,2 g N/m’-giin seviyesine ¢ikarildiginda nitrifikasyon tamamen gergeklesmis ve
nitrifikasyon hizi ortalama 2,0 g N/m’-giin’e ulasmustir. Amonyum yiikii ortalama 4,4 g
N/mz-gﬁn seviyesine ¢ikarildiginda nitrifikasyon tamamen gercgeklestigi tespit edilmistir.
Bu siirecte, nitrifikasyon hizi ortalama 3,98 g N/m’-giin’e ulasmustir. Amonyum yiikil
ortalama 11,15 g N/m’-giin seviyesine ¢ikarildiginda nitrifikasyon hizi ortalama 8,6 g
N/m’-giin’e ulagsa da nitrifikasyon prosesi tam gerceklesmemis ve sistemde performans
bozulmasi gériilmiistir. Bu nedenle, amonyum yiikii kademeli olarak, tekrar 4,4 g N/m’-
gilin’e kadar diisiiriilerek sistemin performansi tekrar eski haline getirilmistir. Yapilan bu
calisma sonucunda ortalama 4.5 g N/m’-giin amonyum yikii ve 0,5 psi saf oksijen

basincinda MB{R reaktoriinde nitrifikasyonun tam gerceklestigi kanitlanmistir.

12
A NH4 yiku A
ANitrifikasyon hizi HRT=1 st
10
% HRT=1,5 st
8

HRT=2,5st A A HRT=2,5 st

A
6 HRT=5 st l LW l~

HRT=7,5|st

/)

Amonyum yiki ve nitrifikasyon hizi, g N/m2-giin

O I a 1 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

isletim siresi, giin

Sekil 4.7. Amonyum ytikii ve nitrifikasyon hiz degisimi
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4.5. Oksijen Aki Degisimi

Aki, birim zamanda membranin birim alanindan gecen akim miktaridir. Ak,
m3/m2.sn veya It/m2.giin gibi birimlerle ifade edilmektedir. Oksijen aki degisimini
hesaplamak icin gerekli oksijen miktarmin bulunmasi gerekir. Bunun i¢in Oncelikle

amonyumun nitirite ve nitritin nitrata doniistiigii reaksiyonlardan yola ¢ikarsak;
NHf + 20, > NO7 + 2H* + H,0 (1)
NO3 + 0, > NO3 2)
Sonug olarak amonyumun nitrata doniistiigii ve nitrifikasyon olayinin gerceklestigi;

NHf + 20, > NO3; +2H* + H,0 3)

reaksiyonundan 1 mol NHy icin 2 mol O, gerekli oldugu goriiliir. Yani 14 gram NH4-N
icin gerekli oksijen miktar1 32 gramdir. Boylece oksijen akisi;

__ Nitrifikasyon Hizi x 32

Jo = 4.5)

formiilii ile hesaplanir.

Ornegin; Nitrifikasyon hizmnin 1,41 g/ m*-giin oldugu oksijen akisi ;

1,41 x 32 g
o=——77—=31—"—"—
14 m? x gin

olur.

Sekil 4.8°de MB1R reaktdriinde biyofilmin nitrifikasyon i¢in kullanmis oldugu oksijen
aki degisimi goriilmektedir. Amonyum vyiikiiniin ortalama 1,5 g N/m’-giin oldugu
durumlarda oksijen akisi ortalama 3,1 g O,/m’-giin oldugu tespit edilmistir. Amonyum
yiikii ortalama 2.2 g N/m’-giin seviyesine ¢ikarildiginda oksijen akisi 4,5 g O»/m*-giin’e
ulagmustir. Amonyum yiikii ortalama 4,4 g N/m’-giin seviyesine ¢ikarildiginda ise oksijen
akis1 9,2 g O,/m’-giin olarak belirlenmistir. Amonyum yiikii ortalama 11,15 g N/m*-giin
seviyesine ¢ikarildiginda oksijen akist 19,7 g O,/m’-giin seviyesine ulagmistir. Amonyum
yiikiiniin ortalama 7.4 g N/m’-giin oldugu durumlarda oksijen akisinin ortalama 12,5 g

O,/m*-giin oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Oksijen akisinin degisimi
4.6. Organik Maddenin Etkisi

MB1{R reaktoriiniin organik madde olmaksizin isletildigi siire¢ sonunda besleme
suyuna giris KOI’si 20 mg/l olacak sekilde glikoz ilavesi yapilmustir. Bu siirete, giris
amonyum konsantrasyonu 20 mg/l, oksijen basinct 0,5 psi ve HRT 2,5 giin olarak
muhafaza edilmistir. Cikis suyunda yapilan amonyum ve nitrit tayin limitlerinin altinda
belirlenirken, nitrat konsantrasyonu kararli bir sekilde 18 mg/I’nin {lizerinde belirlenmistir.
Bu isletim periyodunda KOI giderim verimi, 12 giin icerisinde Sekil 4.9’da goriildiigii gibi
% 94 olmustur. Daha sonra aym isletim sartlar1 altinda giris KOI’si 50 mg/1 olacak sekilde
besleme yapilmustir. Sekil 4.10°da goriildiigii gibi, bu isletim sartlarinda KOI giderimi %

30’a kadar diismiis fakat zamanla reaktdrdeki KOI giderim verimi % 88’e ulasmistir.
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4.6.1. Membran Biyofilm Reaktoriinde Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 (KOI) Analizi

Siilfiirik asit (H2SO4): 220 ml siilfiirik asit 500 ml distile suya eklendi ve soguduktan

sonra 1 litreye tamamlandi.

Giimiis siilfat- siilfiirik asit: 10 g glimiis siilfat (Ag;SO4) 35 ml distile suya eklendi ve
iizerine 965 ml siilfiirik asit ilave edilerek gilimiis siilfatin ¢éziinmesi i¢in 1-2 giin

beklendi.

Demir(Il) amonyum siilfat, standart hacimli cozelti (NH4);Fe(SO4),.6H,0): 98 g
(NH4)2Fe(S04),.6H,0 suda ¢oziildii ve lizerine 20 ml siilfiirik asit ilave edildi. Soguduktan

sonra distile su ile 1 litreye tamamland:.

Civa tuzu iceren standart potasyum dikromat cozeltisi (K;Cr,07): 0,4 g civa siilfat
(HgSO4) 20 ml distile suda ¢oziilerek tizerine 30 ml siilfiirik asit ilave edildi. Soguduktan
sonra, Onceden 2 saat siireyle 105°C’de kurutulmus olan 10 ml 0,0417 M potasyum
dikromat bu ¢ozeltiye eklendi ve 120 ml distile su eklendi.

Ferroin inikator cozeltisi: 1,485 g 1,10-Fenantrolin ve 695 mg FeSO4 x 7H,O suda

cozerek hacim 100 ml’ ye tamamlanda.

Geri sogutuculu bir balon jojeye 0,4 gr HgSO4 konuldu 20 ml lik su numunesi ile 10
ml 0,0417 M K, Cr, O7 ¢ozeltisi balon jojeye transfer edilerek karistirildi. Sonra ¢ok
yavas ve calkalayarak 30 ml H,SO, reaktifi ilave edildi. Homojen bir ¢o6zelti elde
edilinceye kadar karistirildi. Balon jojeye geri sogutucu takilarak geri sogutucuda su
sirkiilasyonu temin edildi. 2 saatlik bir 1sitmadan sonra bek kapatildi. Oda sicakligina kadar
sogutulmus karigima hacminin 2 kati kadar destile edilmis su ilave edildi. Ayni deney

reaktor ¢ikisindan alinan su numunesi yerine sahit ¢ozeltisi kullanilarak tekrarlandi.

Gerek numune ve gerekse sahit ¢ozeltisi kullanilarak yukarida agiklandigi gibi islem
gormiis karigimlara ayr1 ayr1 2-3 damla ferroin indikator c¢ozeltisi ilave edilerek 0,25 M
Fe(NH4)2(S04)2x6H,0 ¢ozeltisi ile renk mavi — yesilden kirmizi- kahverengine doniinceye
kadar titre edildi ve sarfiyatlar kaydedilip asagidaki formiilden hesaplandi:

51



(A—B)xMx8000
Numune Hacmi(ml)

K0i(0,mg/1) =

(4.6)

A:Sahit ¢ozeltisi i¢in sarfedilen Fe(NHy), (SO4)2x6 H,O(ml)
B:Numune ¢o6zeltisi i¢in sarfedilen Fe(NH4), (SO4)2x6 H,O(ml)
M: Fe(NH4)2(S04)2x6 H,O (ml) Cozeltisinin molaritesi

4.7. Membran Biyofilm Reaktoriinde Mikrobiyal Popiilasyon

Nitrifikasyon kararli hale geldikten sonra alman es zamanli biyofilm numunelerinin
DGGE teknigi poliakrilamid jel tizerindeki DNA bantlar1 Sekil 4.11°de gosterildigi gibidir.
DGGE analizinde 25 bant kesilmis ve sekans analizleri yapilmistir. Sekans analiz sonuglar1
Tablo 4.1°de verilmistir. Sekans analiz sonuglarma gore mikroorganizmalara ait filogenetik

agac Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Nitrifikasyon kararli hale geldikten sonra alinan biyofilm Orneklerinde reaktor
isletim sartlari, bekleme siiresi 5 saat, oksijen basincinin 0,5 psi (0,034 atm) oldugu
zamanda ¢ikan sonu¢ Pseudomonas sp. bakterisinin etkili oldugunu gdstermistir. Sartlarin
her degisiminde alinan biyofilm numunelerinde; reaktdrdeki sartlar bekleme siiresi 5 saat
ve oksijen basmnci 1 psi (0,068 atm) oldugu zamanda Uncultured bacterium gene,
Pseudomonas sp., Uncultured Pseudoxanthomonas sp., Bacillus cereus, Uncultured
bacterium clone ve Acinetobacter bakterileri baskin olmustur. Bekleme siiresinin
degismedigi yani 5 saat oldugu ancak oksijen basincinin 6 psi (0,408 atm) oldugu zamanda
etkili olan mikroorganizma tiirli Uncultured bacterium clone’dur. Bekleme siiresinin 7,5
saat oksijen basincininda 2 psi ( 0,136 atm) oldugu reaktor sartlarinda biyofilm iizerinde
etkili olan mikroorganizmalar Pseudomonas sp. ve Pseudomonas putida’dir. Bekleme
siiresi yine 7,5 saat yalniz oksijen basincinin 6 psi(0,408 atm) oldugu zamanda alinan
biyofilm numunesinden ¢ikan sonug acinotobacter sp.’dir. En son kuyu ise KOI sartlarmnin
degistigi zamanda alinan ve bekleme siiresinin 2,5 saat, oksijen basmcin 0,5 psi(0,034 atm)
oldugu biyofilm numunesinde etkili olan mikroorganizmalar; Uncultured Nitrospira sp.,
Uncultured bacterium clone, Uncultured arthrobacter sp., Pseudomonas stutzeri,

Uncultured bacterium gene, Bacillus flexus, Uncultured pseudoxanthomonas ‘tir.
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Sekil 4.11.DGGE ile Yiiriitiilen Poliakrilamid Jel Uzerindeki DNA Bantlari
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Tablo 4.1. Sekans Analiz Sonuglar1

Bant [Ref Numarasi Organizma i
N Tiir Benzerlik Daha Once Belirlendigi Kaynak
0
Uncultured Bacteria; environmental samples. Chuang,H., Wu,J., Yamaguchi,T., Abe K., Hatamoto,M. and Ohashi,A.
nculture
1 |AB619696 99 INitrous Oxide Driven Nitrification and Denitrification in Aerobic Biological
bacterium gene )
Systems Unpublished
Bacteria; Proteobacteria;
Betaproteobacteria; Rhodocyclales; |[Zhang,D.Y., Li,W.G. and Liu,M.
2 |HM486419  |Pseudomonas sp. o i L ) ) )
98 Rhodocyclaceae; Denitratisoma; [solation of heterotrophic nitrification bacteria, Unpublished
environmental samples.
Bacteria; Proteobacteria; Xia,S., Li,H., Yang,X., Xu,X., Liang,J., Jia,R. and Xie,K., Microbial biofilm-
P Uncultured Betaproteobacteria; Rhodocyclales;  |[community structure dynamics during bioreduction of nitrate, sulfate and
\Pseudoxanthomon 95 Rhodocyclaceae; Denitratisoma; para-chloronitrobenzene in a hydrogen-based membrane biofilm reactor,
as sp environmental samples. Unpublished
Bacteria; Proteobacteria; Xia,S., Li,H., Yang,X., Xu,X., Liang,J., Jia,R. and Xie,K., Microbial biofilm-
Uncultured ) ) ) o ) )
Betaproteobacteria; Rhodocyclales;  |[community structure dynamics during bioreduction of nitrate, sulfate and
4 |IN125342 \Pseudoxanthomon 96 o ) ) )
Rhodocyclaceae; Denitratisoma; para-chloronitrobenzene in a hydrogen-based membrane biofilm reactor,
as sp . .
environmental samples. Unpublished
Katsivela,E., Bonse,D., Kruger,A., Strompl,C., Livingston,A. and
AJ237965 Wittich,R.M. An extractive membrane biofilm reactor for degradation of 1,3-
5 Pseudomonas sp. 99 Bacteria; Proteobacteria.

dichloropropene in industrial waste water, Appl. Microbiol. Biotechnol. 52

(6), 853-862 (1999)
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Bacteria; Firmicutes; Bacillales;

Liu,J. Isolation and Identification of a Heterotrophic Nitrification Aerobic

6 [HMO003220  |Bacillus cereus Bacillaceae; Bacillus; Bacillus cereus [Denitrifier with High Efficiency in the Removal of N from Wastewater
» group. Denitrification System, Unpublished
Bacteria; Proteobacteria;
Gammaproteobacteria; Zhang,D.Y ., Li,W.G. and Liu,M. Isolation of heterotrophic nitrification
7 |HM486419  |Pseudomonas sp. 98
Pseudomonadales; bacteria Unpublished
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
Uncultured Bacteria; environmental samples. Chuang,H., Wu,J., Yamaguchi,T., Abe K., Hatamoto,M. and Ohashi,A.
8 |AB619707 bacterium gene 95 Nitrous Oxide Driven Nitrification and Denitrification in Aerobic Biological
Systems Unpublished
Bacteria; Proteobacteria;
o |HMas6dl7 \Pseudomonas 100 Gammaproteobacteria; Zhang,D.Y ., Li,W.G. and Liu,M. Isolation of heterotrophic nitrification
iputida Pseudomonadales; bacteria, Unpublished
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
Uncultured Bacteria; environmental samples. Ji,Z. and Chen,Y. Using sludge fermentation liquid to improve wastewater
10 |[HQO010831 bacterium clone % short-cut nitrification-denitrification and denitrifying phosphorus removal via
nitrite, Environ. Sci. Technol. 44 (23), 8957-8963 (2010)
Uncultured Bacteria; environmental samples Ji,Z. and Chen,Y. Using sludge fermentation liquid to improve wastewater
11 |HQO010710 bacterium clone 99 short-cut nitrification-denitrification and denitrifying phosphorus removal via
nitrite, Environ. Sci. Technol. 44 (23), 8957-8963 (2010)
Uncultured 100 Bacteria; environmental samples Ji,Z. and Chen,Y. Using sludge fermentation liquid to improve wastewater
12 {HQ010808 bacterium clone short-cut nitrification-denitrification and denitrifying phosphorus removal via

nitrite, Environ. Sci. Technol. 44 (23), 8957-8963 (2010)
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Uncultured

Bacteria; Nitrospirae; Nitrospirales;

Sudarno,U., Bathe,S., Winter,J. and Gallert,C. Nitrification in fixed-bed

13 |FN394312 \Nitrospira sp 100 INitrospiraceae; Nitrospira; reactors treating saline wastewater, Appl. Microbiol. Biotechnol. 85 (6), 2301-
environmental samples. 2304 (2010)
Uncultured Bacteria; environmental samples Ji,Z. and Chen,Y. Using sludge fermentation liquid to improve wastewater
14 |HQ010847 bacterium clone 98 short-cut nitrification-denitrification and denitrifying phosphorus removal via
nitrite, Environ. Sci. Technol. 44 (23), 8957-8963 (2010)
Bacteria; Actinobacteria; Verma,V., Khardenavis,A., Kapley,A. and Purohit,H.J., Effect of nitrogen
Uneulured Actinobacteridae; Actinomycetales; |source on change in bacterial diversity in soil microcosm with respect to
15 |HQI132347 \Arthrobacter sp. 100
Micrococcineae; Micrococcaceae; nitrification and denitrification: ammonium chloride as nitrogen source,
Arthrobacter; environmental samples. [Unpublished
Bacteria; Proteobacteria;
Gammaproteobacteria; Zhang,D.Y ., Li,W.G. and Liu,M., Isolation of heterotrophic nitrification
16 |HM486418  |Acinetobacter sp.
100 Pseudomonadales; Moraxellaceae; bacteria, Unpublished
Acinetobacter.
Uncultured Ji,Z. and Chen,Y. Using sludge fermentation liquid to improve wastewater
17 |{HQ010842 bacterium clone 98 Bacteria; environmental samples short-cut nitrification-denitrification and denitrifying phosphorus removal via
nitrite, Environ. Sci. Technol. 44 (23), 8957-8963 (2010)
Bacteria; Proteobacteria;
18 [HO684847 cinetobacter sp. 100 Gammaproteobacteria; Xin,Y.F. and Yuan,M.D., Isolation, identification and nitrification conditions

Pseudomonadales; Moraxellaceae;

Acinetobacter.

of a high-efficient heterotrophic nitrifier, Unpublished
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Bacteria; Proteobacteria;

Zhang,J., Wu,P., Hao,B. and Yu,Z.

19 |F1s60912 \Pseudomonas o6 Gammaproteobacteria; Heterotrophic nitrification and aerobic denitrification by the bacterium
stutzeri Pseudomonadales; Pseudomonas stutzeri YZN-001, Bioresour. Technol. 102 (21), 9866-9869
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.  |(2011)
Gurung,B., Onuki,M., Satoh,H., Mino,T., Ito,K. and Miki,O. Bacterial
Uncultured S ] o )
20 [AB212893 100 community in nitrification and denitrification process for Coke Oven
bacterium gene )
wastewater treatment by 16S rDNA Unpublished
21 No significant similarity found
Ji,Z. and Chen,Y. Using sludge fermentation liquid to improve wastewater
Uncultured : : e o o :
22 |HQO010834 99 Bacteria; environmental samples short-cut nitrification-denitrification and denitrifying phosphorus removal via
bacterium clone o ) )
nitrite, Environ. Sci. Technol. 44 (23), 8957-8963 (2010)
Ahn,J.H., Kwan,T. and Chandran,K. Comparison of partial and full
23 1228592 Uncultured 9 Bacteria; environmental samples.  |nitrification processes applied for treating high-strength nitrogen wastewaters:
bacterium clone microbial ecology through nitrous oxide production, Environ. Sci. Technol. 45
(7), 2734-2740 (2011)
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Liu,J. Isolation and Identification of a Heterotrophic Nitrification Aerobic
24 [HMO003219 100 Bacillaceae; Bacillus. Denitrifier with High Efficiency in the Removal of N from Wastewater
Bacillus flexus o . )
Denitrification System, Unpublished
Bacteria; Proteobacteria; Xia,S., Li,H., Yang,X., Xu,X., Liang,J., Jia,R. and Xie,K., Microbial biofilm-
Uncultured Betaproteobacteria; Rhodocyclales; [community structure dynamics during bioreduction of nitrate, sulfate and
25 (IN125342 \Pseudoxanthomon 95 Rhodocyclaceae; Denitratisoma; para-chloronitrobenzene in a hydrogen-based membrane biofilm reactor,
as sp environmental samples. Unpublished
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Sekil 4.12. Mikroorganizmalarin Filogenetik Agagtaki Yeri
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Son zamanlarda pek ¢ok lilkede atiksu desarj standartlarina getirilen degisiklikler ve
sik1 denetimler sebebiyle mevcut aritma sistemleri bazi durumlarda bu standartlari
karsilamakta yetersiz kalmakta ve yeniden diizenlenmeleri gerekmektedir. Alict ortam
iizerindeki zararli etkilerinden dolayr amonyum azotu s6z konusu Onemli kirletici
parametrelerden biri olup, 6zellikle yliksek amonyum igerigine sahip atiksular g6z Oniine
alimdiginda desarj standartlarmin saglanmasinda giicliik c¢ekilen parametrelerden biridir.
Amonyum azotunun gideriminde c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Yontem secimi ig¢in
yapilan caligmalarda 6zellikle maliyetinin diisiik olmas1 agisindan biyolojik aritmanin tercih

edilen proseslerden biri oldugu bilinmektedir.

Bu calisma kapsaminda, 40 mg/l ve 20 mg/l amonyum azotu konsantrasyonuna sahip
sentetik atiksuyun stirekli beslemeli isletilen membran biyofilm sisteminde aritimi i¢in bazi
isletme parametrelerinin maksimum aritma verimi saglayacak sekilde optimizasyonu ve bu
isletme parametrelerinin nitrifikasyon tizerindeki etkisi ile mikroorganizma tiirliniin
belirlenmesi amaglanmistir. Etkisi incelenen parametreler bekletme siiresi, oksijen basinci,
diisiik KOI ve baslangic amonyum azotu konsantrasyonudur. Bu ¢alismada varilan sonuglar

kisaca su sekilde 6zetlenebilir;

1. Nitrifikasyon bakterilerinin membran yilizeyinde ¢ogalan biyofilme 2 aylik siirede uyum
sagladig1 belirlenmistir. Yiiksek oksijen basinglar1 altinda MBfR sisteminin

adaptasyonunun uygun oldugu gézlenmistir.

2. MBH{R sistemi isletime alindiginda nitrit birikimi gdzlenmis olmasma ragmen zamanla

nitrit sistemde sifirlanmis ve tam nitrifikasyon gerceklesmistir.

3. Nitrifikasyon  kiiltiiri ve proses performanst bakimindan MBfR sistemi

degerlendirildiginde, 0,5 psi oksijen basmcinin yeterli oldugu belirlenmistir.

4. O, basinct 0,5 psi’de 2,5 saat’lik HRT nin altinda MBfR sisteminin ¢alistirilmamasi

gerektigi belirlenmistir.

5. Mikrobiyal tiirtin tespiti, DGGE analizi ve sekans analizleri ile belirlenmis ve
nitrifikasyon prosesinde aktif olan biyofilm kiiltiiriiniin degisken oldugu belirlenmistir.

Bu bulgular 15181nda, arastirmasi yapilan membran biyofilm reaktdrde gaz basinci ve
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amonyum Yyikiiniin nitrifikasyon {izerinde etkisi, fiziksel ve kimyasal parametreler goz
oniine alinarak, mikroorganizma tiirlinlin isletim sartlarinin de§isimine uygun olarak

cesitlilik gdsterdigi saptanmustir.

. Bu ¢alismadan elde edilen sonugclar siirekli beslemeli oksijene dayali membran biyofilm
reaktoriin ~ amonyum azotu igeren atiksularin  nitrifikasyonunda  basariyla
kullanilabilecegini gostermistir. Bu konuda gergek atiksularmn kullanilip daha detayli

arastirmalarm yapilmasi gerektigi kanaatine varilmastir.

. Membran biyofilm reaktdrlerinin 6zellikle enerji avantajlarindan dolay1 yakin gelecekte

ticlinciil aritma olarak kullanilmas1 kaginilmazdir.
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