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OZET

AEROBIK GRANUL CAMUR STABILITESININ INCELENMESI

Aerobik graniilasyon prosesi aktif ¢amur prosesinin bazi dezavantajlar1 nedeniyle yeni
bir teknoloji olarak gelistirilmistir. Aerobik graniilasyon prosesi kompakt ve gii¢li
mikrobiyal yapiya, iyi ¢okelme oOzelligine ve yiiksek camur yasina sahip olmasi
bakimindan aktif camur proseslerine iistiinliik saglamaktadir. Boylece, atiksu aritiminda

aerobik graniil camur sistemi aktif ¢gamur sistemlerinden daha az yer kaplamaktadir.

Aerobik aglik, atiksu kompozisyonu, camur yasi, ¢oktiirme siiresi, as1 ¢gamuru, reaktor
konfigiirasyonu, kesme kuvveti, +2 degerlikli metal iyonlarmnin varligr gibi isletme
sartlar1 aerobik graniilasyonii etkileyen faktorlerdir. Bunlardan +2 degerlikli metal
iyonlar1 aerobik graniilasyon prosesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle Ca** ve
Mg® nin AKR’de aerobik graniilasyonu arttirdigi yapilan calismalar sonucu ortaya
konmustur. Sisteme verilen +2 degerlikli iyonlarin EPS’deki negatif yiiklii bolgelere
tutunarak bir koprii gorevi gordiigli ve graniilasyonu arttirdigt gozlemlenmistir.
Literatirde Fe*"nin flokiiler camur lizerine etkilerini arastiran c¢alismalar olmasina
ragmen Fe*nin aerobik graniilasyon iizerine etkilerini arastiran herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci, Fe’nin aerobik graniil camur olusumu ve stabilitesi tizerine
etkilerinin incelenmesidir. Bu amagla ¢alisma kapsaminda, Fe*" ilave edilmeyen kontrol
reaktorii ve 10 mg Fe’"/L Fe*" ilave edilen reaktdr ayni isletme kosullarinda 270 giin
boyunca isletilmistir. Bu iki reaktorde elde edilen aerobik graniiller, olusum hizlari,
stabiliteleri ve yapilarinin yanisira; sistemlerin isletilmesi sonucu elde edilen organik

madde ve nutrient giderim verimleri agisindan da karsilastiriimistir.

Bu calisma, Fe?" ilavesinin, daha stabil graniillerin olusumunu desteklemesinin yanisira
nutrient giderimini de iyilestirdigini gostermistir. Fe** ilave edilmeyen ve edilen
reaktorlerde ilk graniillerin olusumu ayni siirede ger¢eklesmis olmasina ragmen; olusan

graniillerin boyutunda ve morfolojisinde belirgin farklilklar gdzlenmistir. Fe*" ilave



edilen reaktdrde olgun graniiller 20. giinde elde edilmis ve isletme kosullarinin
degisimine bagli bozulma periyodu disinda, stabil olarak kalmistir. Fe*" ilave edilmeyen
reaktorde, aerobik graniiller elde edilmesine ragmen; graniil camur filamentli ve gevsek
yapisindan dolayi belirli siirelerde bozularak tekrar biiyiime egilimi gostermistir. Fe*"
ile beslenen graniiller, Fe** eklenmeyen graniillerden daha iyi fiziksel 6zellikler, daha
1yi ¢okebilme ve sikisma 6zelligi ve daha kompakt bir yap1 sergilemistir. Caligmamizda
elde edilen aerobik graniiller, Fe*" ilave edilmeyen reaktdrde agik sari renkte, yuvarlak
olmasma ragmen ucucu gevsek goriiniimlii filamentli yapidadir. Fe*™ ilave edilen
reaktorde, koyu sari- kahverengi renkte, diizgiin yiizeyli, filamentli olmayan graniiller
elde edilmistir. Fe’" ilave edilen reaktordeki graniillerin yiizeyi kesin hatlarla
belirlenmis, diizgiin ve piiriizsiizdiir. Diizgiin ve stabil graniiller Fe** ilavesinin,
filamentli bakteri olusumunu baskilamasindan kaynaklanmaktadir. Fe*" ilave edilmeyen
reaktorde higbir kosulda nitrifikasyon gergeklesmemesine ragmen; Fe*" ilave edilen
reaktdorde 70. giinden itibaren tam nitrifikasyon gergeklesmistir. Fe*"siz aerobik
graniillerin i¢ ve dis yapisinda belirgin bir farklilik dikkati ¢ekmezken; agirlik yiizdesi

olarak Fe*"li aerobik grantillerin i¢inde disindan daha fazla Fe saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Aerobik graniil camur, EPS, F ez+, graniil camur olusumu, katyonlar,

kimyasal ¢okelme, stabilite
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SUMMARY

INVESTIGATION OF AEROBIC GRANULAR SLUDGE STABILITY

Aerobic granulation process was developed as an innovative technology due to the
several drawbacks of activated sludge processes. Aerobic granulation process has
advantages such as having a compact and strong microbial structure, good settling
properties, high biomass retention time compared with activated sludge process. Thus,
aerobic granulation process requires less area than activated sludge processes in

wastewater treatment.

The operation conditions such as aerobic starvation, feed composition, solid retention
time, settling time, seed sludge, reactor congfiguration, shear force and presence of the
diavalent metal ions affect the aerobic granulation process. In these factors, diavalent
metal ions play an important role in the process of aerobic granulation. The researches
showed that especially Ca*” and Mg*" promote the aerobic granulation in SBR. Divalent
cations participate in bridging of negatively charged sites on the EPS and promote the
granulation. The effects of the Fe** on the floculated sludge have been investigated but

there is not any researches about the effect of Fe*” on aerobic granular sludge.

The aim of this study is to investigate the effects of Fe*" on the formation and stability
of aerobic granular sludge. In this context the control reactor without Fe*" addition and
the reactor with 10 mgFe”/L of Fe’" addition were operated at the same operational
conditions during 270 days. The aerobic granules obtained in these two reactors were
compared for the formation, stability and structure of granular sludge together with the

removal efficiencies of organic matter and nutrient.

The study showed that the Fe*" addition supported the formation of stabil granular
sludge and also improved the removal of nutrient. The formation of granul sludge in
both of the reactors was achieved at the same time but, the granules presented the
different characteristics in size and morphology. The mature granules in the reactor with
Fe’" addition were obtained at day 20 and sustained stabil. The mature granules in the

reactor without Fe?" addition were also obtained but, they disintegrated and grown again
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because of their filamentous and loose structures. The granules with Fe*" addition
exhibited better physical characteristics, and demonstrated better settleability and more
compact structure than the granules without Fe*" addition. The aerobic granules without
Fe** addition were light yellow in color, round in shape and, loose and fluffy
filamentouse structure. In the reactor fed with Fe*" addition the granules were dark
yellow- brownish in color, and smooth and non-filamentous structure. It was thought
that the smoot and non-filamentouse structure resulted from the Fe*" addition since it
represed the growth of filamentouse bacteria. Nitrification could not be achieved in the
reactor without Fe*" addition. On the other hand the complete nitrification could be
obtained in the reactor with Fe*" addition starting from 70™ day of the study. The
mature granules without Fe*" addition had the similar structure for inner and outher
layers but more FePO, precipitation in the granules with Fe*" addition was observed in

the inner layer than outher layer.

Key Words: Aerobic granullar sludge, EPS, Fe™, formation, cations, chemical

precipitation, stability



1. GIRIS

Ulkemizde sehirlesme ¢ok hizli yasandigi icin su kaynaklari yetersiz kalmakta ve
kirlenmektedir. Sinirlt olan su kaynaklarimizin korunmasi i¢in su ve atiksu yonetimi, bu
konudaki teknolojik gelismeler dikkate almarak uygulanmalidir. isletimi kolay, isletme
maliyeti disik, az alan kaplayan sistemler gelistirilmeli ve uygulamasi
yayginlastirilmalidir. Bu sebeple, son yillarda atiksu aritma tesislerinde aktif ¢amur

sistemlerine gore daha az yer kaplayan aerobik graniil camur prosesi gelistirilmistir.

Graniil camur ilk defa 1980 yilinda anaerobik sistemlerde tanimlanmis (Lettinga vd.,
1980) ve 1990’11 yillarin sonlarinda aerobik graniillerin yapisi ve uygulamalar1 ortaya
konmustur (Morgenroth vd., 1997, Beun vd., 1999, Dangcong vd., 1999). Anaerobik
graniilasyon teknolojisinin; uzun isletmeye alma siiresi, yliksek isletme sicakligi, diigiik
kuvvetteki organik atiksularin aritimina uygun olmayis1 ve atiksudan nutrient (N ve P)
giderim veriminin diisiik olmasi gibi bazi1 dezavantajlarinin oldugu goriilmiistiir. Bu

durum aerobik graniil camur teknolojisinin geligmesini saglamistir.

Ardisik Kesikli Reaktor (AKR)’de kompakt yapiya sahip, degisik mikrobiyal tiirlerle
biyolojik olarak verimli, milkemmel c¢okebilme kapasitesi bulunan aerobik graniiller
gelistirilmistir. Aerobik graniiller yogun olarak bir araya gelmis mikrobiyal
agregatlardan olusmaktadir ve yogunluklari konvansiyonel aktif camurdan daha

yiiksektir. Aerobik graniillerin 6nemli 6zellikleri,

Diizenli, diiz ve neredeyse yuvarlak bir sekle sahip olmasi,
Miikemmel ¢okebilme,

Yogun ve kuvvetli mikrobiyal yapiya sahip olma,

Yiiksek biyokiitle tutabilme,

Yiiksek organik yiiklemelere dayanabilme,

vV V. V V V VY

Toksisiteye karsi toleransli olmasidir.

Aerobik graniilasyon teknolojisi; onemli Ozelliklerinden dolayr son yillarda organik

madde, azot, fosfor ve toksik bilesikleri iceren yiiksek kuvvetteki atiksularin aritilmasi



amactyla gelistirilmistir (Jiang vd., 2002; Moy vd., 2002; Tay vd., 2002b; Lin vd., 2003;
Adav vd., 2007a,b,c,d; Adav ve Lee, 2008a, Yilmaz vd., 2009).

Aerobik graniilasyon teknolojisi atiksu aritiminda Onemli avantajlar saglamasina
ragmen, yeni gelisen bir teknoloji olmasindan dolay1 aerobik graniil camur olusumunu
hizlandirma stratejisi ve farkli isletme kosullarinin aerobik graniil ¢amur olusumuna
etkileri ile stabilitesine etki eden faktorler heniiz net olarak tanimlanamamaistir.
Literatiirde 6zellikle +2 degerlikli katyonlarm (Ca®" ve Mg>") aerobik graniil ¢amur
olusumuna ve stabilitesine etkileri ile ilgili arastirmalar olmasina ragmen (Liu vd.,
2008; Tay vd., 2010) F ¢’ nin aerobik graniil camur olusumuna olan etkilerini arastiran

herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci, Fe*’nin aerobik graniil camur olusumu ve stabilitesi lizerine
etkilerinin incelenmesidir. Bu amagla ¢alisma kapsaminda, Fe*" ilave edilmeyen kontrol
reaktorii ve 10 mg Fe?"/L Fe*™ ilave edilen reaktdr aymi isletme kosullarinda 270 giin
boyunca paralel olarak isletilmistir. Bu iki reaktorde elde edilen aerobik graniiller
olusum hizi, stabilitesi ve graniil yapist yaninda; sistemlerin isletilmesi sonucu elde
edilen organik madde ve nutrient giderim verimleri agisindan karsilagtirilmistir. Aerobik
graniil ¢amur olusumu, stabilitesi ve yapist AKM-UAKM, CHI, boyut dagilimi, 151k
mikroskobu, ESEM-EDX, EPS, PN ve PS analizi, elektroforez ve ICP analizi ile; graniil
yapisindaki kimyasal bagl fosfor, cold PCA metodu (de Haas v.d., 2000) ve fosfor
fraksiyonu prosediirii (Uhlmann vd., 1990) ile; sistem performans1 KOI, NH,-N ve POy-

P analizleri ile belirlenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. AKTIF CAMUR SISTEMLERI

Aktif camur sistemi, aerobik biyolojik aktif mikroorganizmalarin atiksu ile
havalandirilarak karistirildigi ve olusan floklarin ayr bir yerde ¢okeltildigi siirekli bir
sistemdir. Atik suyun biyolojik olarak aritilmasi havalandirma havuzunda, aktif ¢amur
bakterileri vasitasiyla olmaktadir. Son c¢okelme havuzunda aktif ¢amur floklar
cokmekte ve aktif camur olarak havalandirma havuzuna geri pompalanmaktadir. Coken
camurun bir kismi1 havalandirma havuzuna geri devrettirilirken geri kalan kismi atik
camur olarak uzaklastirilmaktadir. Artik ¢amurun uzaklastirilmasi ile havalandirma
havuzundaki ¢amur miktar1 ayarlanabilmektedir. Burada ¢amurun alinmasi akif ¢camur

sisteminin kararliligin1 ve verimli ¢alismasini saglamaktadir (Samsunlu, 2006).

2.1.1. Aktif Camur Mikroorganizmalariin Rolii

Biyolojik atiksu aritiminin verimi mikroorganizmalarin flokiilasyon yetenegine baglidir.
Aktif camurun mikrobiyolojisi incelendiginde yaklasik olarak %95 bakteri ve %5 diger
organizmalar1 (protozoa, rotiferler, mantarlar, filamentli organizmalar, viriisler vb.)
icerdigi goriilmistiir. Aktif camurdaki bakteriyel tiirler temel olarak Gram-negatiftir.
Aktif camur sistemlerindeki organizmalarin viriislerden ¢ok hiicreli organizmalara kadar
degisik tiirlerde olmasina ragmen en etkili ve baskin olan tilirler heterotrofik
bakterilerdir. Bunlar Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Bacillus,
Alcaligenes, Artrobacter, Micrococcus, Citromonas ve Zooglea gibi tiirlerdir. Bu
organizmalar hiicre sentezi ve yeni hiicre iiretimi, sindirim ve hareket vb. faaliyetler i¢in

karbon kaynagi olarak atiksudaki organik maddeleri kullanirlar (Gangezarczyk, 1983).

2.1.2. Biyoflokiilasyon Mekanizmasi

Bir biyolojik flok (biyoflok), iki veya daha fazla tekil mikroorganizmanin bir araya
gelerek olusturdugu kolonidir. Bu bir araya gelme reaksiyonunda, hiicre dist polimerler
onemli rol oynar. Arastirmalar, mikroorganizmalarin hiicresel faaliyetler ya da hiicre

parcalanmasiyla hiicre disina salgilanan biyopolimerler iirettiklerini gostermektedir. Bu



hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) tipik olarak protein, polisakkarit, humik maddeler,
nukleik asitler ve lipidlerden olugmaktadir. Biyopolimerler mikroorganizmalar1 kapsiil
gibi kaplayan bir matris olusturur ve boylece mikroorganizmalarin agregasyonunu ya da
flok olusturmasimi saglar. Bir flokta EPS’in toplam kiitlesinin aktif ¢amur kiitlesinin
%80°nine ulastig1 belirlenmistir. Biyofloklar dncelikli olarak EPS’den olustugundan,
EPS’in karakteristigi ile birlikte EPS arasindaki etkilesimler biyoflokiilasyonda 6nemli

olacaktir.

Mikroorganizmanin ylizey kompozisyonuna bagli olarak, farkli flokiilasyon
mekanizmalar1 6nem kazanir (Sanin ve Vesilind, 1996). Flok olusumunu agilamak i¢in
arastirmacilar tarafindan ¢esitli mekanizmalar onerilmistir. Bu mekanizmalar Zoogloea
ramigera teorisi (Butterfield, 1935; Heukelekian ve Littman, 1939; Wattie, 1943),
filament omurga teorisi (Parker v.d, 1971; Sezgin v.d, 1978), polimer koprii modeli
(Tenney ve Stumm, 1965; Busch ve Stumm, 1968), ¢ift tabaka teorisi (DLVO) (Zita ve
Hermansson, 1994), katyon kopriisii teorisi (McKinney, 1952; Tezuka, 1969; Kakii v.d,
1985; Eriksson ve Alm, 1991; Bruss v.d, 1992), alginat teorisi (Bruss v.d, 1992; Sanin
ve Vesilind, 1996) ve hidrofobik etkilesimler (Urbain v.d, 1993; Jorand v.d, 1994)
(Kara, 2007).

EPS’de bulunan fonksiyonel gruplar nedeniyle, biyofloklarin genellikle net negatif yiike
sahip oldugu bulunmustur. Biyofloklarin negatif yiikke sahip olmasi nedeniyle,
biyoflokiilasyonda katyonlarin roliiniin énemli oldugu goriilmiis ve bir¢ok arastirmaci
tarafindan incelenmistir. Bu g¢alismalarin ¢ogu, katyon ilavesi ve bunun biyoflok
Ozelliklerine etkisini incelemislerdir. Bu ¢aligmalara dayanarak arastirmacilar tarafindan
onerilen ¢ farkli teori, katyonlarm biyoflokiilasyonu etkileyen mekanizmalari
acgiklamada kullanilmaktadir. Bunlar:

1. Cift tabaka teorisi ya da DLVO teorisi,

2. Alginat teorisi,

3. Katyon kopriisii teorisi.

Cift Tabaka (DLVO) teorisi: Adim teoriyi gelistiren Derjaguin, Landau, Verwey ve
Overbeek (DLVO)’den alan teori, yliklii partikiilleri tanimlayan klasik kolloid teorisidir.
Bu teori partikiil ¢evresinde bulunan zit yiikli iyonlarin olusturdugu cift tabakayi



tamimlamaktadir. Ilk tabaka zit yiiklii iyonlarin sikica baglanmasindan olusan Stern
tabakasidir. Ikinci tabaka ise zit yiiklii iyonlarin daha gevsek baglanmasi sonucu olusan
daginik tabakadir. Dagmik tabakadaki iyon konsantrasyonu sudaki iyon
konsantrasyonuyla esitleninceye kadar partikiil yiizeyine olan mesafenin artmasiyla
azalir. Partikiil ¢evresindeki bu ¢ift tabaka ¢ok yakin partikiiller arasinda itici bir giic

olarak gorev yapmakta ve agregasyonu engellemektedir.

Sisteme katyon eklenmesi cift tabaka boyutunun ve partikiiller arasindaki itici giiciin
azalmasindan dolay1 biyoflokiilasyonu gelistirmektedir. Birgok arastirmaci tarafindan
katyonlarin biyoflokiilasyondaki roliiyle ilgili ¢alismalar yapilmistir. Cousin ve
Ganczarczyk (1998) sodyum eklenmesinin flok boyutunu arttirdigmmi ve flok
porozitesini gelistirdigini belirtmislerdir. Flok 6zelliklerindeki bu degisiklikleri DLVO
teorisiyle agiklamislardir. Zita ve Hermansson (1994) flok stabilitesinin sistemdeki
iyonik kuvvetlerden etkilendigini ve bu etkilerin DLVO teorisiyle aciklanabilecegini
belirtmislerdir. Ayrica K™ ve Ca*" ‘nin partikiil stabilitesi iizerinde benzer etkiler

yaptigini gozlemlemislerdir.

Alginat Teorisi: Bu teori katyonlarin biyoflokiilasyondaki rolii agisindan ilk kez Bruus
vd. (1992) tarafindan Onerilmistir. Alginat bakteriler tarafindan iiretilen polisakkarittir
ve bu polisakkarit kalsiyum varliginda alginat jeli yapisindadir. Aktif ¢gamurda bulunan
Azotobacter sp. ve Pseudomonas aeruginosa gibi bakterilerin alginat {rettigi
bilinmektedir. Bu jel genellikle yumurta kutusu modeli olarak bilinmekte ve Sekil

2.1°de gosterilmektedir.



e

(O Yumurta kutusu modelindeki kalsiyum iyonlari

B 205 8 0E @ B Bl )

Sekil 2.1 Kalsiyumun bulunmas1 durumunda Alginat jel olusturma ve yumurta kutusu modeli

Bu model kalsiyumun mikrobiyal agregasyondaki roliiniin belirlenmesi sonucunda
onerilmistir. Bruus vd. (1992), aktif camura yiikksek konsantrasyonlarda sodyum
eklendiginde kalsiyumun flok igerisinden c¢ikarak iyon degisiminin gerceklestigini
gozlemlemislerdir. Bu iyon degistirme flok o6zelliklerinin kétiilesmesine sebep
olmustur. Ayrica Mg®" eklenmesi de Ca*"’nin flok igerisinde benzer seklide
degismesine ve flok oOzelliklerini koétiilestirmesine sebep olmustur. Sonug¢ olarak
biyoflokiilasyonda alginatin rolinii destekleyen biyopolimerin Ca®" igin Mg*"’ye gére

daha biiyiik yakinliga sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Katyon Kopriisii Teorisi: Bu teoriyi Oneren ilk arastirmacilar McKinney (1952) ve
Tezuka (1969)’dir. Tezuka (1969), saf kiiltiirlerin biliylimesi sirasinda flok yapisini
inceleyerek +2 degerlikli katyonlarin roliinli arastirmig ve kalsiyum ve magnezyumun
biyoflokiilasyon prosesi agisindan onemli oldugunu belirtmistir. Bu teoriye gore +2
degerlikli katyonlar EPS icerisindeki negatif yiiklii fonksiyonel gruplar1 baglayarak
agregasyona ve stabilizasyona yardimci olmakta ve biyoflokiilasyonu arttirmaktadir. +2

degerlikli katyon kopriisti modeli Sekil.2.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2 Flok matriksindeki +2 degerlikli katyon kdpriilerinin gosterimi

Higgins ve Novak (1997) toplam monovalent katyon (Na', NH;", K)
konsantrasyonunun toplam diavalent katyon (Ca™, Mg2+) konsantrasyonuna oraninin
2’den biiyiik oldugunda flok 6zelliklerinin koétiilestirdigini rapor etmislerdir. Bu sonugla
yiiksek konsantrasyonlardaki monovalent katyonlarmm (Na") flok &zelliklerinde
bozulmalara sebep oldugu durumlarda M/D oram1 (meq/L) indikatér olarak
belirlenmistir (Higgins ve Novak, 1997). Ayrica sisteme monovalent katyonlarin

eklenmesinin flokiilasyon {izerinde olumsuz etkiye sebep oldugu belirtilmistir.

Sonug olarak katyonlarin biyoflokiilasyon iizerindeki etkilerini agiklamak amaciyla 3
teori gelistirilmis ve katyonlarn biyoflokiilasyondaki temel roliinii +2 degerlikli katyon

kopriisii teorisi en iyi sekilde agiklamistir.

Aktif gamura Fe*" ve Fe’* eklendiginde, Fe iyonlar ile biyofloklar arasmdaki iligki
baska bir teori ile agiklanmistir (Oikonomidis vd., 2010). Sekil 2.3°de Fe iyonlar ile
biyofloklar arasindaki iliski sematik olarak verilmistir. Buna gore, Fe*" eklendiginde

oksidasyon/hidroliz reaksiyonlari baslamadan once ya da gok kisa bir siire sonra; Fe*"



EPS’deki negatif yiiklii gruplarla etkilesmektedir. Bu etkilesimlere katilan Fe tiirleri
Fe(Il), monomerik ya da polimerik Fe(Il)/Fe(Ill) hidroliz iiriinleri ve ya Fe-P-OH
kompleksleridir. Flok yiizeyindeki anyonik kimyasal gruplarla pozitif yiiklii Fe tiirleri
kopri olusturarak, ¢ok degerlikli katyon kopriisii teorisi (multivalent cation bridging
theory)'ne goére biyoflokulasyonu desteklemektedir. Fe'™  eklendiginde ise,
havalandirma tankindaki pH kosullarinda hizlica Fe(OH); olusumu meydana
gelmektedir. Fe(OH); muhtemelen flok vyiizeyine cok kiiciik boyutta kolloidal
partikiiller olarak yerlesmektedirler. Fe(OH); diisiik notralizasyon kapasitesine sahip
oldugundan EPS yapisinin anyonik adsorbsiyon bdlgeleri ile iletisimi yeterli
olmamaktadir. Bu da flok yapisiyla ¢okelme iiriinlerinin entegrasyonunu sinirlayarak

daha acik flok yapisinin olusmasina neden olmaktadir.

¢ D<>o Tekli bakteri veya bakteri kolonileri
EPS

Anyonik kimyasal gruplar

Pozitif yakli cesith Fe

turleri : F::_\.EOHJ.’.[M'Y'”. Fe-P-OH,
Fe(IT), Fe (OH), =¥

Kolloidal demir hidroksit partikalleri
Filamentli crganizmalar

EPS ve sivi arasindaki ara yizey

@m‘

Sekil 2.3 (i) Fe iyonlari ile floklarin biyolojik bilesenleri arasindaki etkilesimin (a ve b) ve (ii)

Fe dozlanan floklarin (c ve d) sematik gosterimi (6l¢ekli degil).
Fe*" eklendiginde, flok matrisi ile etkilesime giren iyonlarin sayis1 yiiksektir (a), Fe** eklendiginde etkilesim azdir (b). Fe** eklenen
flokda, genis flok yiizeyi diizgiin bir EPS tabakast ile kaplamirken (c), Fe** eklenen flokda, flokiilasyonda &nemli bir role sahip olan
filamentlerle floklar arasindaki yap1 dagmiktir (d) (Oikonomidis vd., 2010) .



2.1.3. Katyonlar

Hiicre makromolekiillerinin sentezi i¢in karbon, oksijen, hidrojen, azot, fosfor ve siilfiir
gerekli oldugu halde iyonlar ii¢ temel fonksiyon i¢in gereklidir; 1) koenzim veya metal
kofaktor denilen enzim aktivatorii olarak ii) oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda
elektronlart tranfer igin iii) ozmotik basinci diizenleyenlere hizmet i¢in (Gerardi vd.,
1994). Bunun yanisira, pekgok arastirmaci, ¢ok degerlikli katyonlarin hiicredisi polimer
tizerinde negatif alanda koprii olusturarak flokiilasyonu sagladigini ortaya ¢ikarmistir.
(Tezuka, 1969; Pavoni vd., 1972; Bruus vd., 1992; Higgins ve Novak, 1997a,b; Dignac
vd., 1998). Sodyum, potasyum, amonyum, kalsiyum, magnezyum, demir ve aliiminyum
aktif camurda bulunan ana katyonlardir. Bu katyonlarin spesifik rolleri hakkinda bazi
tartismalar olmakla beraber, genellikle iki degerlikli ve ii¢ degerlikli katyonlarin tek
degerlikli katyonlardan daha iyi flokiilant oldugu kabul edilmektedir. Farkli tipteki
camurlar ve cesitli deneysel yaklagimlar kullanildigi bir¢cok calismada katyonlarin
Oonemi vurgulanmistir ve bunlar ¢cok sayida degisik flok yapisi modellerine yol gosterici

olmustur.

Katyon kopriisii olusturmak i¢in degisik katyonlarin egilimi, iyonik ylike ve katyonlarin
hidrasyon o6lg¢iistine baglidir. Her bir metal iyonu, iyonun etrafin1 saran ¢ok sayida su
molekiiliine sahiptir. Buna hidrasyon kabugu (hidration shell) denir ve iyonun boyutu
bliytidiikce, hidrasyon kabugunun yarigapr kiiciiliir, boylece yliksek degerlik ve boyutta
ve ince hidrasyon kabuklu katyonlar kolaylikla yiikli ylizeye yaklasir ve negatif yiiklii
polimerlerle bag olusturur (Piirtole vd., 1999). Sekil 2.4 ve Tablo 2.1°den goriildiigii
gibi, kalsiyum ve magnezyum i¢in, kalsiyum daha yiiksek iyonik yaricap ve daha diistik
hidrasyon kabugu yaricapina sahip oldugundan, polimerik maddelerin yiizeyine
yaklastig1 zaman kalsiyum hidrasyon kabugunu kolaylikla kaybeder. EPS’in negatif
yiiklii fonksiyonel grubu ile daha gii¢lii bir bag meydana getirir. Magnezyumun yiizeye
yaklasimi etrafindaki su molekiilleri tarafindan engellenir. Bir degerlikli katyonlar i¢in
sodyum ve potasyumun hidrat yarigapinin kiyaslanmasi gostermistir ki, 0,53 nm hidrat
yarigapli potasyumun 0,79 nm hidrat yaricapli sodyum ile yer degistirecektir. Bu
demektir ki, potasyumun iyonik boyutuna kiyasla sodyum daha kii¢lik iyondur, bu
yiizden sodyum suyu Oyle kuvvetli kaldirir ki yiikkli EPS’in yakinindaki hidrasyon

kabugunu kaybetmez ve bu yiizden flokulasyon verimli sekilde olusmaz. Bu katyonlarin
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rolatif flokiilasyon kuvveti hesaplanir ve karsilastirilirsa, aralarinda kalsiyumun en iyi
flokiilator oldugu, sodyumun ise en zayif oldugu, tek yiiklii, kii¢iik boyutlu genis hidrat
capina sahip katyonlarin en zayif flokiilator oldugu goriiliir (Rengasay ve Naiudu,

1998).

Forster ve Lewin (1972), aktif camurdan alman EPS {izerinde kalsiyumun magnezyum
tyonundan daha baglayici (binding) oldugunu gostermistir. Forster (1985b), katyonlarin
iyonik boyutlarinin EPS ig¢indeki yiiklii (karboksil) ve yiiksiiz (hidroksil) gruplara
baglanma yetenegine girisim yapabilecegi hipotezini 6ne siirmiistiir. Yani, kalsiyum
iyonlar1 magnezyum iyonlarindan daha genis oldugu i¢in onlarin baglanmasi tercih

edilebilir.

lonic radius
: S8 e

Hydrated radius ~~

H* CO%~  NHj

® ® @ [}
Li* Be®* OH" F-
[ ] ® . . . @
Na* Mg2* Zn2* SO sH cr
o e ° O
K* Calt Cd** Br-
@ ] ® &
Rb* Spet Hg®* I~

Sekil 2.4 Bazi iyonlarin iyonik ve hidrat yarigaplarinin sematik gosterimi
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Tablo 2.1 Bazi katyonlarin yaricaplar1 ve rdlatif flokiilasyon giicleri

Katyon Degerlik Iyonik Yarigap Hidrat Yarigap1 Rolatif
(nm) (nm) Flokiilasyon Giicii
Sodyum 1 0.095 0.79 1.0
Potasyum 1 0.133 0.53 1.7
Magnezyum 2 0.065 1.08 27.0
Kalsiyum 2 0.099 0.96 43.0
Demir 20 0.055 0.435
Aluminyum 3 0.05 0.48

Katyon kopriilleme modeline gore, floktan iki degerlikli katyonlarin giderimi , flok
yapisinin zayiflamasindan dolayr ¢okme ve susuzlagsma 6zelliklerinin bozulmasina yol
acar (Tezuka, 1969; Novak ve Haugan, 1970; Bruus vd., 1992). Flok yapist zayiflar
clinki, iki degerlikli katyonlar biyopolimerler iizerine negatif yiikle baglanir, mikrobiyal
yiizey ve diger biyopolimerlere baglanir. Biyopolimerlere baglanma, flok olusumunu

lyilestiren biyopolimer aglarini stabilize eder.

Ucg degerlikli katyonlar iki degerlikli katyonlardan daha yiiksek etkime degerine ve daha
diisiik ¢oziintirliige sahiptir. Kakii vd. (1985)’e gore, kalsiyum ve magnezyumun ¢ogu
ekstrakte oldugu halde, demir ve aliiminyum aktif ¢gamurun pH 3’de asit ile arittmindan
etkilenmez. Bu da gosterir ki, demir ve aliiminyum iki degerlikli katyonlardan daha
kuvvetli olarak ¢camur matriksi ile birlesir. Demirin ¢amurdaki polimerlere ilgisinin
oldugu ve demirin varliginin daha iyi susuzlasan {riinlerle sonuglanacagi bulunmustur
(Murthy, 1998). Demirin varligi, aktif ¢gamur floklarindaki biyopolimerlerin tutunmasi

i¢in 6nemli olabilir.

Cousin ve Ganczarcyzk (1998) biyolojik siispansiyona sodyum eklemenin flok
boyutunu artirdigint ve flok porozitesini iyilestirdigini rapor etmistir. Zita ve
Hermanson (1994), flok stabilitesinin soliisyondaki iyonik dayanikliliktan etkilendigini
ve bunun DLVO teorisi ile aciklanabilecegini rapor etmistir. Ayni1 zamanda potasyum
ve kalsiyumun da partikiil stabilitesi lizerinde benzer etkiyi meydana getirdigini de
rapor etmiglerdir. Diger taraftan, Bruus vd. (1992), yogunlagsmis ¢amura sodyum ve
potasyum 1ilave etmenin kalsiyumun siyrilmast ve bulanikligin artmas1 ile

sonuclandirildigini bulmustur. Buna ilaveten bir degerlikli katyonlarin ilave edilmesinin
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camur susuzlastirmasini kotiilesmesi ile sonuglanacagini bulmuslardir. pH kontrolii igin
sodyum hidroksitin kullanildig1 endiistriyel atiksu aritma tesislerinde genellikle ¢okme
ve susuzlastirma 6zelligi kotii olan ¢amur iretilir (Murthy vd, 1998). Bir degerlikli
katyonlarin iyon degistirme yoluyla flok yapisinda kopriilenen katyonlar igindeki iki
degerlikli katyonlarla yer degistirdigi teorisi kurulmustur. Bu durum flok yapisinda
herhangi bir fizikokimyasal degisime kars1 floklar1 zayif ve hassas hale getirmektedir.
Giris atiksuyundaki sodyum iyonlarinin soliisyonda protein ve polisakkaritlerin artisina
sebep oldugu ve bundan dolay1 aritilmis evsel atiksularin ¢ikis KOI konsantrasyonunun
da arttig1 bulunmustur.(Murthy ve Novak, 2001) Arastirmacilar, tiirbidite ve ¢oziinmiis
karbonda artigla birlikte potasyum iyonunun artigina bagli olarak ¢okme 6zelliklerinin
tyilestigini gozlemlemistir (Higgins ve Novak, 1997b; Murthy ve Novak, 1998).
Potasyum ve sodyumla ilgili mikrobiyal reaksiyonlar farkli olabilece§inden farkl

sonuglar ortaya ¢ikabilir.

Higgins ve Novak (1997a) bir degerlikli katyonlarin toplamimin iki degerlikli
katyonlarin toplamina oraninin 2’den biiyilk olmasi durumunda flok 6zelliklerinin
kotiilesmesine  neden  oldugunu  rapor etmistir. Bundan dolayi, yliksek
konsantrasyonlardaki sodyum gibi bir degerlikli katyonlarin flok 6zellikleri tizerinde
problem olusturabilecegi zamani tespit etmek i¢in, M/D (bir degerlikli katyon/ iki
degerlikli katyon ) oraninin bir indikator olarak kullanilabilecegi 6nerilmektedir (Kara,

2007).
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2.2. GRANULASYON PROSESI

Aerobik ve anaerobik graniilasyon proseslerini igeren graniilasyon teknolojisi
atiksularin aritilmasi1 amaciyla gelistirilmistir. Anaerobik graniilasyon oldukca 1yi
bilinmesine karsin aerobik graniilasyon ile ilgili aragtirmalar son yillarda baglamistir.
Diinya capinda anaerobik graniiler camur teknoloji kullanan birgok tam 6l¢ekli aritma
tesisi basari ile isletilirken; aerobik graniil ¢amur teknolojisi ile isletilen birkag tam

Olgekli tesis bulunmaktadir.

Graniilasyon biyolojik, fiziksel ve kimyasal olaylarin gergeklestigi hiicresel
etkilesimleri igerir. Graniilasyon aerobik ve anaerobik graniilasyon olarak
siiflandirilabilir. Graniiller, her bir graminda farkli bakteri tiirleri ve milyonlarca
organizma bulunan biyokiitlelerden olusmus yogun mikrobiyal topluluklardir.
Konvensiyonel aktif ¢amur sistemleriyle karsilastirildiginda aerobik graniiller diizenli,
yogun, gii¢lii yapida ve 1yi ¢okelebilme 6zelligine sahiptir. Bu durum yiiksek biyokiitle
tutulmasina ve yiiksek kuvvettedeki atiksuya ve ani yiiklemelere dayanma olanagi

saglar.

Anaerobik graniil camurun yapisi kapsamli olarak arastirilmis ve en iyi yukan akish
anaerobik camur yatakli reaktorde tanimlanmistir. Bir ¢cok atiksu aritma tesisi anaerobik
graniilasyon teknolojisini uzun siireden beri uygulamaktadir (Alves vd., 2000). Yukari
akigh anaerobik ¢amur yatakli reaktorlerin verimi, uygulanabilirligi ve bunlarin gesitli
modifikasyonlari, evsel ve endiistriyel atiksulardan organik maddenin bakteriler
tarafindan giderilmesinde basarili bir sekilde kanitlanmistir (Lettinga vd,1980; Frank ve
Chui, 1993; Schmidt ve Ahring, 1996). Anaerobik graniilasyon teknolojisinin bazi
dezavantajlar1 da vardir. Bunlar; uzun isletmeye alma siiresine ihtiyag duyulmasi,
yikksek isletme sicakligt ve diisiik kuvvetteki atiksularin aritilmasina elverissiz
olmasidir. Ayrica anaerobik graniilasyon teknolojisi azot ve fosfor gibi nutrientlerin
atiksudan giderilmesi i¢cin uygun degildir. Bu gibi dezavantajlarin iistesinden
gelebilmek i¢in aerobik graniilasyon teknolojisi gelistirilmistir. Aerobik graniilasyon
teknolojisinin gelisimi ilk olarak Mishima ve Nakamura (1991) tarafindan siirekli
yukar1 akigl aerobik reaktdrde rapor edilmis ve 2 - 8 mm c¢apinda iyi ¢okelebilen

graniiller gelistirilmistir. Aerobik graniilasyon birgcok ararstirmaci tarafindan ardisik
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kesikli reaktorlerde ¢alisilmis (Morgenroth vd., 1997; Beun vd., 1999; Peng vd., 1999
Etterer ve Wilderer, 2001; Tay vd., 2001; Liu ve Tay, 2002) ve organik madde, azot,
fosfor ve toksik bilesikler iceren yliksek kuvvetteki atiksularin aritilmasi amaclanmistir
(Jiang vd., 2002; Moy vd., 2002; Tay vd.,2002; Lin vd., 2003; Yang vd., yilmaz v.d,
2009).

Son yillarda aerobik graniilasyonu etkileyen faktorler, aerobik graniill g¢amur
karakterizasyonu, farkli isletme parametrelerinin aerobik graniilasyon {zerindeki
etkileri, aerobik graniillerin farkli ¢evresel kosullara olan tepkisi iizerine arastirmalar

yapilmaktadir.

2.2.1. Aerobik Graniilasyon Teknolojisi

2.2.1.1. Aerobik Graniillerin Olusumu

Aerobik graniil camur atiksuda bulunan organik madde ve nutrientleri kullanan
mikrobiyal biyokiitleden olugmaktadir. Mikrobiyal graniiller kiiresel bigcimde kompakt
ve yogun mikrobiyal topluluklardir. Her bir aerobik graniil milyonlarca bakteri igerir.
Aerobik graniilasyon mikrobiyal tutunma ile baslayabilir. Bakteriler aralarindaki itici

elektrostatik kuvvet ve etkilesim sebebiyle dogal olarak bir araya gelemeyebilirler.

Aerobik graniillerin 6zellikleri; graniil morfolojisi, ¢okebilirlik, yogunluk ve
dayaniklilik, hiicre yiizeyi hidrofobisitesi, spesifik oksijen tiikketim hizi, hiicre disi
polimerik maddeler (EPS) ile yakindan iliskilidir. Ayrica substrat kompozisyonu,
organik yiikleme hizi, hidrodinamik kesme kuvveti, ¢oktiirme siiresi, degisim orani,
hidrolik bekletme siiresi, aerobik aglik periyodu, +2 degerlikli metal iyonlarinin varligi,
kesikli besleme stratejisi, ¢Oziinmiis oksijen, pH, sicaklik, as1 ¢amuru, reaktor
konfigiirasyonu, aerobik graniilasyon inhibisyonu, c¢amur yasi ve yavas c¢ogalan

mikroorganizmalar aerobik graniil olusumunu etkileyen faktorlerdir (Tay vd., 2004).

Tay vd. (2001a) aerobik graniilin as1 camurundan nasil olustugunu arastirmak
amaciyla; as1 ¢amuru, ¢oziinmiis karbon kaynagi olarak birinde glikoz digerinde ise

asetat ile beslenen iki reaktorde aklime edilmistir. Reaktorler baslatildiktan 2 hafta sonra
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her iki reaktorde de belirgin yuvarlak dis yilizeye sahip graniiller olusmustur. Buna
ragmen, filamentli bakteriler asetatla beslenen reaktérde tamamen ortadan

kaybolmasina ragmen, glikozla beslenen reaktérde baskin durumdadir. Bu durum

glikozun filamentli bakterilerin artisini destekledigini gostermektedir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5 Glikozla (a) ve asetatla (b) beslenen aerobik graniillerin makroyapilar1 (Tay vd.,
2001a)

Asetatla beslenen graniillerde, hiicrelerin birbirlerine sikica baglandigi ve g¢omak
bakterilerin baskin oldugu ve graniillerin olduk¢a kompakt mikroyapiya sahip oldugu;
glikozla beslenen olgun graniillerin ise filamentli bakterilerin baskin oldugu dis yilizeye

sahip oldugu taramali elektron mikroskobunda daha agik goriilmektedir (Sekil 2.6)
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Sekil 2.6 Glikozla (a) ve asetatla (b) beslenen aerobik graniillerin mikroyapilari (Tay vd., 2008)
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Aerobik graniilasyon as1 camurundan kompakt agregatlarin daha sonra graniiler
camurun ve son olarak olgun graniillerin olustugu asamali bir prosestir. Olumlu kosullar
altinda ¢ok basarili graniiller elde edilebilmektedir. Sekil 2.7°de asetatla beslenmis 60
giinlik isletme siiresi sonunda AKR’de elde edilmis graniiller goriilmektedir.
Maksimum graniil boyutu 2,6 cm’dir. Bazi graniillerin merkezinde koyu bir bolge
gorilmektedir. Bu koyu bolge aerobik graniil igerisindeki anaerobik bdolgeyi

gostermektedir (Tay vd., 2008).

Sekil 2.7 1000 mg/L asetat i¢eren atiksu beslenen aerobik graniillerin gériiniimii (Tay vd., 2008)

2.2.1.2. Mikrobiyal Yap: Ve Cesitlilik

Atiksu artima sistemlerinde mikrobiyal topluluklarin ayrintili bir sekilde anlagilabilmesi
icin mikrobiyal yap1 ve yogunluk hakkinda bilgi sahibi olunmasi gerekmektedir. Bu

konu oldukg¢a karmasiktir ve aerobik graniillerin mikrobiyal ekolojisi ile ilgilidir.
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Aerobik graniillerin mikroyapilari ile ilgili ¢aligmalarda farkli oligoniikleotid proplar1 ve
konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM) kullanilmistir (Tay vd., 2002d, 2003a; Toh
vd., 2003; Jang vd., 2003; Meyer vd., 2003). Graniil ylizeyinden 70 — 100 um derinlikte
amonyum oksitleyen Nitrosomonas bakterileri ve graniil yiizeyinden 900 pm asagilara
kadar uzanan kanallar ve porlar bulunmustur. Porozite, graniil yiizeyinden 300 — 500
um derinliklerde en yiiksek smira ulasmistir (Tay vd., 2002d, 2003a). Bu kanal ve
porlar graniil icerisine oksijen ve nutrient transferine yardimci olurken graniil disina da
metabolitlerin transferini kolaylastirmaktadir. Polisakkarid olusumu graniil ylizeyinden
400 um derinlikte en yiiksek sinira ulasmistir. Anaerobik bakteri olan Bacteroides’de
graniil yiizeyinden 800 — 900 um derinliklerde tespit edilmistir (Tay vd., 2002¢). Ayrica
800 — 1000 um derinliklerde 6lii mikrobiyal hiicre tabakasi da tespit edilmistir (Toh vd.,
2003). Graniil igerisinde aerobik mikroorganizmalardan tamamen yararlanabilmek i¢in
optimum aerobik graniil ¢apt1 1600 um den daha diisiikk olmalidir (Tay vd. 2002d).
Sonug olarak daha kiigiik graniiller, daha ¢ok canli hiicrelere sahip oldugundan aerobik

atiksu aritiminda daha etkili olmaktadir.

Yiiksek N/KOI oranlarinda gelistirilen aerobik graniillerde mantar seklinde yap1
gozlemlenmistir (Liu vd., 2004). Nitifikasyon popiilasyonu c¢ogunlukla graniil
yiizeyinden 70 — 100 pm derinlikte yer edinmistir (Tay vd., 2002d). Karisik bakteriyal
topluluklardan olusan biyofilmler mantar seklindeki yapilardan farkli olarak kalin
tabakalar olusturur (Costerton vd. 1981). Bakterilerin nutrientlere dogru hareket ettigi
gozlemlenmistir (Prescott vd., 1999). Cogunlukla nutrient konsatrasyonu tarafindan
belirlenen biyofilmler difiizyon hizin1 degistirerek mantar geklindeki yapilar
olustururlar (Wimpenny ve Colansanti, 1997). Bu mantar seklindeki yapilar
nitrifikasyon popiilasyonuyla nutrientler arasindaki baglantiy1 gelistirmektedir.

Graniilde farkli mikrobiyal popiilasyonlarin yayilmasi stabilitesini etkileyebilir.

Aerobik graniillerin mikrobiyal cesitliligi molekiiler biyoteknoloji teknikleriyle
arastirilmistir (Yi vd., 2003; Tay vd., 2002d; Jang vd., 2003; Meyer vd., 2003; Tsuneda
vd., 2003). Farkli kosullar altinda gelistirilen aerobik graniillerde heterotrofik bakteriler,
nitrifikasyon ve denitrifikasyon bakterileri, fosfor akiimiile eden bakteriler ve glikojen

akiimiile eden bakteriler gozlemlenmistir (Jang vd., 2003; Meyer vd., 2003; Tsuneda
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vd., 2003; Lin vd., 2003; Liu vd., 2003f; Yang vd., 2003b). Aerobik graniillerin
mikrobiyal cesitliligi graniillerin olustugu ortam komposizyonu ve graniil yapistyla
yakin iligkilidir. Graniil merkezinde anaerobik ve 6l hiicrelerin bulundugu tabaka
gozlemlenmistir (Tay vd., 2002e¢). Aerobik graniillerde anaerobik bakterilerin
bulunmasi graniil icerisinde organik asitlerin ve gazlarin iiretilmesine sebep olmaktadir.
Bunlar, graniillerin pargalanmasina veya uzun siireli stabilitelerinin azalmasina sebep

olmaktadir.

2.2.2. Graniil Yapisi

2.2.2.1. As1 Camuru

As1 ¢amuru, besleme kompozisyonu, pH, sicaklik, dongii siiresi ve diger AKR isletme
parametreleri graniilasyon prosesini etkilemektedir (Liu ve Tay, 2004). Bir cok
calismada, aerobik graniiller agi ¢amuru olarak aktif camurun aklimasyonu sonucu elde
edilmistir. As1 camurunda bulunan bakteriyal topluluk aerobik graniilasyon prosesinde
oldukca onemlidir. Hidrofilik bakteriler hidrofobik bakterilere nazaran ¢amur floklarina
daha az tutunmakta ve tam Olgekli atiksu aritma tesislerinde atiksudaki serbest
bakterilerin biiylik ¢ogunlugunu olusturmaktadirlar (Zita ve Hermansson, 1997). Asi
camurundaki hidrofobik bakteri sayisinin daha fazla olmasi daha hizli aerobik graniil
olusumunu saglamakta ve graniillere milkemmel ¢okelebilme 6zelligi kazandirmaktadir

(Wilen vd., 2007).

2.2.2.2. Atiksu Kompozisyonu

Aerobik graniillerin aklimasyonu amaciyla, glikoz, asetat. fenol, nisasta, etanol, melas,
siikroz ve diger sentetik atiksu bilesiklerini igceren gesitli substratlar kullanilmistir(Liu
ve Tay, 2004; Tay vd., 2002a; Tay vd., 2004a; Zheng vd., 2005, Adav vd.,
2007a,b,c,d,e). Graniillerin karbon ve enerji kaynagi olarak fenolle aklimasyonunda
Proteobacterium 'un baskin oldugu goriilmiistiir (Jiang vd., 2004b; Whiteley ve Bailey
2000; Adav vd., 2007c). Adav ve Lee (2008b) fenol igeren atiksu ile olusulan

graniillerin tek bir tiir igerdigini gozlemlemislerdir.
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pH mikrobiyal biiyiime hizin1 6nemli derecede etkilemektedir. Yiiksek organik yiikleme
hizlarinda oksidasyon sonucu yeterli CO, iiretilmekte ve pH diigmektedir (McSwain vd.,
2004a). Diisiik pH da mantarlar biiylimekte ve graniilasyonun baslamasinda katkida
bulunmaktadir (McSwain vd., 2004a; Beun vd., 1999; Williams ve de los Reyes, 2006).
Yang vd., (2008) pH 4.0 deki mantar varliginda aerobik graniilasyonda graniil
boyutunun 7 mm oldugunu, pH 8.0°de ise graniilasyounun bakteriler tarafindan kontrol

edildigini ve graniil boyutlarinin yalnizca 4,8 mm’ye ulastigini gozlemlemislerdir.

2.2.2.3. AKR’iin Isletilmesi

Aerobik graniillerin yalnizca AKR de basarili bir sekilde elde edildigi goriilmiistiir.
AKR’iin isletilmesi besleme, havalandirma, ¢Oktiirme ve bosaltma evrelerinden
olugmaktadir. Liu ve Tay (2007a) dongii siiresi 1,5 saatten 8 saate ¢ikarildiginda gercek
doniisiim oran (Yeps) 0,316 gUAKM/g KOI’den 0,063 gUAKM/g KOI'ye diiserken
graniil ¢camurun spesifik biyokiitle biiyiime hizi ise 0,266 giin"’den 0,031 gin™e
diistiigiinii gozlemlemislerdir. Ayrica diger dongii siirelerine nazaran 1,5 saatlik dongii
siirelerinde en bliylik boyutlu graniiller olusurken, 4 saatlik dongii siiresinde ise
kompakt olanlar olusmustur. Liu ve Tay (2004) graniil stabilitesinin arttirilmasi i¢in
optimum aglik siiresinin varligimni ortaya koymuslardir. 6.0 kg KOI/m*giin’liik organik
yiikleme hizinda kompakt graniiller olusmus fakat yavas yavas filamentli biliylime

sebebiyle stabilitelerini kaybetmislerdir (Zheng vd., 2006).

AKR’de havalandirma periyodu iki fazdan olusmaktadir. Birinci faz substratin
minimuma indirildigi ¢ogalma fazi ve ikinci faz ise substratin kalmadig1 aerobik aglik
fazidir. Uzun aglik periyodu graniil stabilitesini zayiflatmakta (Wang vd., 2005a, 2006),
kesikli beslemeyle ise aerobik graniilasyon arttirilmaktadir (McSwain vd., 2004b).
AKR’ilin kesikli (pulse) beslenmesi kompakt aerobik graniillerin olugmasina katkida
bulunmaktadr. Aerobik graniilasyon i¢in aglik periyodunun Onceden olmasi
istenmemesine karsin (Liu ve Tay, 2008; Liu vd., 2007) karbon acliginin hidrofobisiteyi
arttirdign goézlemlenmistir (Sanin vd., 2003; Sanin, 2003; Chen ve Strevett, 2003).
Acglik—bolluk periyodunun graniilasyon prosesi iizerine olan etkisi tam olarak

anlagilamamugtir.
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Kisa c¢oktiirme stiresi diizgiin ¢okelemeyen askidaki biyokiitlenin sistemden
yikanmasin1 ve sistemde sadece iyi ¢Okelebilen graniillerin kalmasini saglamaktadir
(Qin vd., 2004a,b). Yapilan c¢alismalar kisa ¢oktiirme siiresinin aerobik graniilasyonu
arttirdigini ortaya koymustur (Jiang vd., 2002; Lin vd., 2003; Liu vd., 2003a; Yang vd.,
2003; McSwain vd., 2004a; Hu vd., 2005).

Adav vd. (2007b) garniilasyon prosesini lic adet ayni Ozellikte reaktdorde ayni
karakterizasyonda fenol iceren atiksuyla beslenmesi ve farkli hizlarda havalandirma
yapilmasiyla karsilastirmislardir. Diisiik hizli havalandirmada (1 L/dak) graniil olusumu
gerceklesmemistir. Yiiksek hizdaki havalandirmada (3 L/dak) olgun ve kompakt bir i¢
yaptya sahip stabil graniiller (1 — 1,5 mm) olugmustur. Orta hizdaki havalandirmada (2
L/dak) asir1 biiyiiyen filamentlerle kapli genis graniiller olusmustur (Sekil 2.8). Adav
vd. (2007b) orta hizdaki havalanirmanin ne gerekli oksijen ihtiyacini karsiladigini ne de
fazla biiyiiyen filamentlerin bozulmasimi sagladigini ve bu nedenle AKR’iin diizgiin
isletilemedigini idda etmektedir. Yiiksek kesme kuvveti graniillerin i¢erisinde kompakt
agregatlarin olugmasina yardimci olmasinin yaninda yeterli oksijen saglayarak

filamentlerin biiylimesini bastirmakta ve uzun siireli isletme stabilitesini saglamaktadir.

60pm

Sekil 2.8 Karbon kaynaginin mikrobiyal yapi iizerindeki etkisi (Adav vd., 2007b)

(a) asetatla beslenen graniil, (b) fenolle beslenen graniil. Graniiller AKR’de 400 mg/L aseatat, 400 mg/L fenol igeren sentetik
atiksularla beslenmis ve AKR 5 dakikalik besleme, 220 dakikalik havalandirma, 10 dakikalik ¢oktiirme ve 5 dakikalik bosaltma

stireleriyle isletilmistir. Havalandirma i¢in uygulanan hava hizi 3 cm/sn “dir.
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Graniil stabilitesinin siirdiiriilmesi i¢in reaktdriin uygun camur yasinda isletilmesi
gerekmektedir (Li vd., 2007a). Li vd. (2007a) membran biyoreaktdrde aerobik
graniilasyonu arastirmis ve toplam hii¢redisi polimerik madde igerigini 5. giinde 39,6
mg/gAKM olarak ve 28. giinde ise 749,5 mg/gAKM olarak 6lgmiislerdir. Nagaoka vd.
(1996) hiigredis1  polimerik maddelerin  aerobik  biyograniillerin  ylizeyinde
adsoblandigint ve su igeriginin artmasina ve graniil yapisinin bozulmasina sebep

oldugunu gozlemlemislerdir.

Birgok aerobik graniil ¢gamur ¢alismasi oda sicaklifinda (20-25 °C) gergeklestirilmistir.
8 °C’de isletilen AKR’de elde edilen graniillerin diizensiz sekle sahip oldugu ve asir1
biyokiitle yikanmasina sebep olan filamentli organizmalarin fazla oldugu goriilmiistiir.
Ayrica graniillerin denitrifikasyon kapasitesinin ve nutrient giderim oraninin zayif
oldugu belirtilmistir (de Kreuk vd., 2005b). Aerobik graniilasyonun diisiik sicakliklarda

ise miimkiin olmadig1 anlagilmistir.

2.2.3. Graniil Karakterizasyonu

Aerobik graniil karakterizasyonun tam olarak anlasilabilmesi i¢in aerobik graniilasyonu
etkileyen bir¢ok parametre arastirilmistir. Bu parametreler; fiziksel (¢okelme hizi,
yogunluk, camur hacim indeksi (CHI), 6zgiil agirlik), kimyasal (spesifik oksijen tiiketim
hizi, hiicredisi polimerik maddeler) ve biyolojik parametrelerdir. Graniil ¢amurun
boyut, yapi, ¢oktiirme performansi, kesme kuvvetine karst olan stabilitesi, hiicredis
polimerik madde igerigi, reaktdor performansi ve metabolizma hiz1 gibi genel
karakteristikleri bir¢cok arastirmada ortaya konulmustur (de Kreuk vd., 2005a; Etterer ve
Wilderer 2001; Hulshoff Pol vd., 2004; Inizan vd., 2005; McSwain vd., 2004a; Moy
vd., 2002; Tay vd., 2003).

2.2.3.1. Fiziksel Parametreler

Graniillerin ¢okelme hizi reaktoriin kati-sivi ayirma verimini belirleyen onemli bir
parametredir. Graniillerin ¢okelme hiz1 25m/sa ile 70 m/sa arasinda olup bu degerler
flokiiler camurunkinden (7 m/sa — 10 m/sa) ¢ok daha yiiksektir. Yiiksek ¢okelme hizi

reaktoriin biyokiitle tutma kapasitesini ve sonrasinda organik pargalama yetenegini



22

arttirir. Mu vd. (2008) aerobik graniillerin direng katsayisinin diizgiin sert kiirelerin yada
biyofilmle kapl partikiillerinkinden daha az oldugunu belirtmislerdir. Adav vd. (2008a)
140,000 Da’dan biiylik olan molekiillerin graniil igerisine tasinmasinin difiizyonel
direng tarafindan sinirlandirildigini belirtmislerdir. Diger taraftan Kim vd. (2008) farkl
KOI yiikleme oranlarinda aerobik graniillerin karakterizasyonu amaciyla c¢okelme

hareketini dikkate alarak olasi ¢atlaklar1 gozlemlemislerdir.

2.2.3.2. Kimyasal Parametreler

Liu vd. (2003e) hiicre yiizey hidrofobisitesinin heterotrofik ve nitrifikasyon
graniillerinin yapisiyla iligkili oldugunu belirtmistir. Graniil ¢camurun hidrofobisitesi

konvansiyonel biyofloklarinkinden iki kat daha ytiksektir (Liu vd., 2004a).

Hiicredis1 polimerik maddeler, bakteri hiicrelerinin yiizeyinde akiimiile olan metabolik
triinlerdir. Bu iirlinler hiicresel yiizeylerin yiik, hidrofobisite ve diger 6zellikleri gibi
fizikokimyasal karakteristiklerini degistirebilmektedir. Adav ve Lee (2008) farkh
ekstraksiyon metodlart kullanarak aerobik graniillerden hiicredisi polimerik maddeleri
ekstrakte etmiglerdir. Graniiller i¢in toplam polisakkarid/toplam protein oranlar1 3,4 ile
6.2 arasinda degismektedir ve bu deger flokiiler camurunkinden ¢ok daha yiiksektir
(yaklasik 0,9). Yiiksek protein igeriginin aklime edilmis aerobik graniiller i¢in baslica

belirleyici 6zellik oldugu goriilmiistiir (McSwain vd. 2005).

2.2.3.3. Biyolojik Parametreler

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), 151tk mikroskobu ve konfokal lazer taramali
mikroskop (CLSM), fluorescence in situ hybridization (FISH)’le birlikte aerobik
graniillerin mikrobiyal yapilarinin i¢ kisimlarinin gériintiilenmesi saglanmistir (Y1 vd.,
2003; Tay vd., 2002¢; Jang vd., 2003; Meyer vd., 2003; Tsuneda vd., 2003). Aerobik
graniillerde fakli kosullar altinda gelisen heterotrofik bakteriler, nitrifikasyon,
denitrifikasyon bakterileri, fosfor akiimiile eden bakteriler ve glikojen akiimiile eden
bakteriler tanimlanmistir (Jang vd., 2003; Meyer vd., 2003; Tsuneda vd., 2003; Lin vd.,
2003; Yang vd., 2003). Aerobik graniillerin mikrobiyal ¢esitliligi graniillerin olustugu

ortam komposizyonu ve graniil yapisiyla yakin iliskilidir. Atiksu aritma tesisinde ve
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fenolle beslenen aerobik graniillerdeki mikrobiyal g¢esitlilik siniflandirmasinda
Proteobacteria’nin baskin oldugu goriilmistiir (Jiang vd., 2004b; Whiteley ve Bailey
2000; Snaidr vd., 1997).

Jiang vd (2004b) fenolle beslenmis olgun graniillerde on bakteri tiirii tanimlamiglardir
ve bu bakterilerin alt1 tanesinin fS-proteobacteria, li¢ tanesinin Actinobacteria ve bir
tanesinin de y-proteobacteria ile taksonomik iligkisi oldugu belirtilmistir. Whiteley ve
Bailey (2000) endiistriyel fenol giderim sisteminin 0zel boliimlerindeki bakteri
popiilasyonunu Proteobacterium grubu spesifik problar kullanarak arastirmis, f- ve y-
proteobacteria’larin sayica istiin oldugunu gozlemlemistir. Gram ve Nesisser boyama
yontemi ve FISH analizleri bira fabrikas1 atiksuyuyla aklime edilmis aerobik
graniillerdeki filamentli bakterilerin ¢cogunlugunun Thiothrix yada Sphaerotilus natans
tiirlerine ait oldugu goriilmiistiir (Weber vd., 2007). FISH - CLSM teknikleri amonyum
oksitleyen bakterilerin (Nitrosomonas) granill yiizeyinden 70 pm ile 100 um
derinliginde oldugunu ve anaerobik Bacteroides bakterilerinin ise graniil yilizeyinden
800 um ile 900 um derinliklerde tespit etmistir (Tay vd., 2002c, Adav vd.,
2007a,b,c,d,e). Toh vd. (2003) 6lii mikrobiyal hiicre tabakasinin 800 um ile 1000 pm
derinliklerde oldugunu gézlemlemistir. Adav ve Lee (2008a) dokuz tiir tespit etmis ve y-

Proteobacterium’un baskin oldugunu gostermistir.

2.2.4. Graniilasyon Mekanizmasi

2.2.4.1. Graniilasyonun Asamalart

Graniilasyon prosesine uygun olan mekanizmalarin incelenmesi amaciyla bazi
caligmalar yapilmigtir. Mikrobiyal agregasyon, protein—polisakkarid ya da protein—
protein etkilesimleri gibi hiicre yilizey reseptorleri yoluyla hiicrelerin birbirine
tutunmastyla meydana gelmektedir. (Kolenbrander 1985, 1999; Palmer vd., 2001). Tay
vd. (2001a) aerobik graniilasyonun tasiyict destek olmadan mikrobiyal hareketsizlik
sonucu olusan bir prosestir. Liu ve Tay (2002) graniilasyon prosesini 4 asamada
aciklamislardir.

1.  Hidrodinamik, difiizyon, agirlik ve/veya termodinamik kuvvetler yoluyla

agregatlarin olusmasi amaciyla mikroorganizmalarin birbirlerine temasi,
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2.  Fiziksel (van der Waals, termodinamik kuvvetler, zit yiikler), kimyasal (iyonik ¢ift
olusturma, t¢lii iyonik ¢ift olusturma), ya da biyokimyasal (hiicre membran fiizyonu,
hiicre yiizey dehidrasyonu) kuvvetler yoluyla agregatlarin olusmasinmi saglayan ilk
cekicilik,

3.  Hiicresel kiimelenme gibi biyolojik yapisma ve EPS salgilanmasi yoluyla
agregatlarin olusmasini saglayan mikrobiyal kuvvetler,

4.  Graniiliin ¢ boyutlu yapisin1 saglamlastirmay1 saglayan hidrodinamik kesme
kuvveti.

Farkli spesifik CLSM kullanilarak aerobik graniilasyon sirasinda toplanan
biyoagregatlarin i¢ yapist incelenmistir (McSwain vd., 2005, Adav vd., 2007b,c). As1
camuru ve olgun graniillerin CLSM goriintiileri Chen vd. (2006, 2007a,b) ve Yang vd.
(2007) tarafindan son yillarda gelistirilen ¢oklu boyama teknigi kullanilarak Sekil
2.9’da gosterilmistir. Aciklamada protein dagilimlari, lipitler, a- ve B-polisakkarid,
toplam hiicreler ve 6lii hiicreler ayn1 biyoagregatta incelenmistir. Coklu boyama ve
CLSM testleri mikrobiyal agregasyonun graniil olusumunda baslangi¢c adimi oldugunu
gostermektedir (2. Adim — Sekil 2.9). Bakterilerin agregasyonu sonrasinda EPS
salgilanmas1 meydana gelir daha sonra ¢ogalir ve genis ¢amur floklar1 olarak biiyiirler
(3. Adim, Sekil 2.9). Daha sonra bakterilerin hizla artmasindan dolayr ¢amur floklari

biiyiir ve yeniden bir araya gelerek grantilleri olustururlar.
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Sekil 2.9 Farkli agsamalardaki biyoagregatlarin CLSM goriintiileri (Lee vd., 2008)

Biyoagregatlar AKR’de 500 mg/L fenol iceren sentetik atiksuyla aklime edilmislerdir. EPS i¢in boyanan graniillerde: a —

proteinler (yesil), b — lipitler (sar1), ¢ — a-polisakkaridler (agik mavi), d — toplam hiicreler (kirmizi), e — 6lii hiicreler (violet), f
— B-polisakkarid (mavi). 1. Adim flokiile olmamus hiicreler. 2. Adim siskin yapidaki flokiiler camur flogu. 3.Adim yeni

olusmus graniil ve ¢ekirdegindeki 6l hiicreler. (Lee vd., 2008)

2.2.4.2. Seleksiyon Baskaist

AKR’de sadece wverilen zaman araliginda ¢okelebilen partikiiller reaktorde
tutunabilirken, zayif ¢okelme Ozelligine sahip olanlar sistemden yikanirlar. Bu durum
reaktor igindeki biyokiitleye seleksiyon baskist saglamis ve yalnizca bu duruma adapte
olabilen hizli ¢okelebilmesi i¢in yeteri kadar biiyiikliige ve yogunluga sahip biyokiitle
sistemde tutunabilmektedir (Liu ve Tay, 2002). Gerekli seleksiyon baskisi1 sabit kolon
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yiiksekligi ve farkli desarj noktasi yiikseklikleriyle saglanmistir (Wang vd., 2004).
Wang vd. (2007¢) graniil stabilitesinin seleksiyon baskisinin adim adim arttirilmasi

sonucu yiikseldigini belirtmistir.

Yiiksek kesme kuvvetine maruz kalan mikroorganizmalar salgilanan EPS’lere yapisarak
cevresel kuvvetlere karsi direng kazanirlar (Trinet vd., 1991). Deneysel gercekler
hiicrelerin reaktdrde kalabilmek icin yeteri kadar biiyiikliige sahip olabilmek amaciyla
yiiksek yukar1 akigkanliga karst nasil cevap vermeye calistigini ve birbirleriyle
etkilesimlerini gostermektedir. Ayrica reaktérden baslangigta yikanan zayif floklarin
cevresel degisikliklerle birlikte gelisme sansi olmamasi seleksiyonun adil olmadigim

gostermektedir.

2.2.4.3. Hiicredis1 Polimerik Maddeler (EPS)

Bakteriler; protein, polisakkarid, hiimik asit ve lipitler iceren EPS olarak adlandirilan
yapiskan bir madde salgilamakta ve bu maddeler hiicre adezyonuna yardimci olarak
aerobik graniilasyonu baglatmaktadir (Schmidt ve Ahring, 1994; Tay vd., 2001c, Liu
vd., 2004b). Salgilanan EPS akiimiilasyonu biyolojik adezyon ve mikrobiyal
agregasyon varligiyla iligkilidir (Costerton vd., 1981, Cammarota ve Sant’Anna, 1998).
Liu vd. (2004a,b) EPS ‘in agregat icindeki bakteri hiicrelerini diger partikiiler maddeleri
bagladigin1 gbzlemlemislerdir. EPS atiksudaki organik maddeleri adsorblayan ve
mikrobiyal agregatlari bir arada ve ii¢ boyutlu bir yapida tutabilen temel bilesenlerdir
(Sheng vd., 2010). Yiiksek polisakkarid igerigi hiicresel adezyonu kolaylastirmakta ve
mikrobiyal yapiy1 kuvvetlendirmektedir (Costeron vd., 1981; Tay vd., 2001b; Liu vd.,
2002). Di laconi vd. (2006) hidrodinamik kesme kuvvetinin graniilleri kompakt bir hale
getirdigini ve EPS igerigine ve bilesimine zarar vermedigini belirtmistir. McSwain vd.
(2005) PN/PS oran1 6,6 — 10,9 olan, pepton ve glikozla beslenen aerobik graniillerde
yiikksek protein igerigi gozlemlemislerdir. Adav vd. (2007b) kesilmis graniillerde

proteinlerin polisakkaritlerden daha fazla zenginlestirildigini belirtmislerdir.

Aerobik graniillerin yapisal biitiinliiglinden sorumlu olan EPS‘in aglik periyodunda bile
bilesenlerine kolayca pargalanabilir olmadigi bulunmustur (Sutherland, 1999). Yapilan

diger caligmalarda ise uzun aglik periyodunun EPS yapisinin bozunarak floklarin
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par¢alanmasina neden oldugu goriilmiistiir (Zhang ve Bishop 2003; Ruijssenaars vd.,
2000). Bossier ve Verstraete (1996) aclik periyodunun hiicre yiizey hidrofobisitesi
lizerine negatif etki ettigi Castellanos vd. (2000) tarafindan gézlemlenmistir. Bunun
aksine kararli hiicre yiizey hidrofobisitesi karbon agligi sirasinda goézlemlenmistir

(Sanin vd., 2003; Sanin, 2003).

2.2.4.4. Graniilasyon Modeli

Ni vd. (2007) tarafindan matematiksel bir model gelistirilmis ve AKR’de eszamanli
ototrofik ve hetetrotrofik biliylime gézlemlenmistir. Graniil icerisinde ototrof bakterilerin
kenar kisimlarda heterotrofik bakterilerin ise ¢ekirdek kisminda bulundugu
varsayllmaktadir. Bu modelde heterotroflarin oksijen tiiketiminin ototroflardan fazla
oldugu goriilmektedir. de Kreuk vd. (2007a,b) AKR’de isletilen ve eszamanli KOI,
azot, fosfor gideren aerobik graniiler ¢camur reaktorii igin matematiksel bir model
onermislerdir. Bu model toplam nutrient giderimi icin Ozellikle oksijenin graniil
igerisine isleme derinligi ve anoksik ve aerobik biyokiitle oranini gostermektedir.
Xavier vd. (2007) aerobik graniill camur i¢in dort bakteri grubunun (heterotrof
bakteriler, amonyum oksitleyiciler, nitrit oksitleyiciler ve fosfor akiimiile eden
organizmalar (PAQ)) iki boyutlu uzaysal diizenini goz 6niinde bulundurarak ¢ok 6lgekli
AKR modeli gelistirmislerdir. Ni vd. (2008) aktif camur modellerini kullanarak
denitrifikasyon bakterilerinin biliylime ve depolama donemlerindeki davranislarini

gbzlemlemislerdir.

2.2.5. Aerobik Graniilasyon Teknolojisinin Uygulamalari

Atiksu aritilmasinda biyolojik sistemlerin performansi biiyiik Slglide aktif biyokiitle
konsantrasyonuna, toplam biyodegrasyon hizina, reaktor konfigiirasyonuna, kirletici ve
oksijen hizina baghdir. Tam Olcekli aritma tesislerinin proses verimi aerobik graniil
camur kullanilarak gelistirilebilir. Aerobik graniil camur yiliksek doniistiirme hizlar1 ve
biyokiitlenin daha etkili ayrilmas1 o6zelligiyle reaktor hacminin kiigiilmesini

saglamaktadir.
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2.2.5.1. Toksik Organik Atiksularin Giderilmesi

Aerobik graniil ¢amur Moy vd. (2002) tarafindan yiiksek kuvvetteki atiksularin
aritilmasinda basarili bir sekilde uygulanmustir. KOI giderim verimi stabil hale
geldiginde organik yiikleme hizlar1 6 kgKOI/m’giin ‘den 15 kgKOi/m’giin ‘e adim adim

arttirtlarak graniil biitiinliiglinii bozmadan aerobik graniillerin potansiyeli incelenmistir.

Fenoliin suda yasayan canlilar i¢in toksik oldugu dikkate alinmis (Brown vd., 1967;
Kibret vd., 2000; Chung vd., 2003) ve igme ve gida proses sularina eklenmistir (Ritman
ve McCarty, 2001). Aerobik graniiller fenoliin parcalanmasini saglamistir (Jiang vd.,
2002, 2004a; Chou vd., 2004; Chou ve Huang, 2005; Tay vd., 2005a,b). Adav vd.
(2007a) aerobik graniillerin fenolii 1,18 gfenol/gUAKM giin oraninda pargalayabildigini
belirtmistir.

Piridin ve tiirevleri komiir gazlastirma (Stuermer vd., 1982) yaniiriinleridir ve
farmasotik endiistrisinde katalizor olarak kullanilmaktadir. Aerobik graniiller piridini
200 — 2500 mg/Llik baslangic konsantrasyonlarinda etkili bir bi¢imde
parcalayabilmistir. (Adav vd., 2007a). Aerobik graniiller 250 mg/L ile 500 mg/L pridin
igeren atiksular sirasiyla 73,0 ve 66,8 mg piridin/g UAKM sa‘lik ¢dziinme oranlarinda

parcalamistir.

Fenolli parcalayabilen graniillerin fenol ve piridini birlikte kullanabilme kapasitesine
sahip oldugu gozlemlenmistir. Adav vd. (2007a) Michaelis-Menten kinetigi ve
Lineweaver-Burk fenol ve piridin varliginda graniillerin davranislarini arastirmiglar ve
rekabetci tiirler bulmuslardir. Piridinin parcalanmasi sirasinda sistemde fenole karsi
yiiksek egilime sahip spesifik enzimin varligi gozlemlenmistir. Bu sonugla pridin i¢ceren
endiistriyel atiksulardan fenol gideriminde kullanilan fenol graniillerinin uygulanabilir

oldugu tespit edilmistir.

Xie (2003) toksik organik bilesiklerin graniil ¢gamur tarafindan giderimini arastirmistir.
Yi vd. (2006) AKR’de p-nitrophenol (PNP) ‘iin aerobik graniiller tarafindan biyolojik

olarak parcalanmasint gozlemlemislerdir. Spesifik PNP parcalanma hizi PNP



29

konsatrasyonunun 40.1 mg/L ye artmasiyla artmis ve 19.3 mg PNP/gUAKM sa
degerinde en yiiksek noktaya ulagsmistir.

Wang vd. (2007b) 2,4-diklorofenol igeren atiksuyun glikoz ilave edilerek etkili bir
bigimde aritilmasini saglamistir. Zhang vd. (2008) metil ¢-butil eter (MTBE)‘in aerobik
graniiller tarafindan etanol ilave edilmesiyle etkili bir bi¢cimde biyolojik olarak

parcalandigin1 gézlemlemislerdir.

2.2.5.2. Stit Endiistrisi Atiksularimin Aritimi

Gergek atiksularin biyolojik pargalanma acisindan sentetik atiksulardan c¢ok genis
aralikta ve farklh tiirlerde organik maddeler icermesinden dolay1r oldukca farkl
davraniglar sergiledigi bilinmektedir. Yapilan calismalarin hemen hemen tamaminda
sentetik atiksu kullanilmig fakat aerobik graniillerin gercek atiksularin aritilmasi
tizerindeki performansi hakkindaki bilgiler olduk¢a nadirdir (de Bruin vd., 2004; de
Villiers ve Ibala, 2003; Schwarzenbeck vd., 2004b). Siit endiistrisi atiksular1 biiytlik
konsantrasyonlarda nutrient icermekte ve bundan dolay1r aritma verimi bu noktada
biiyiik ilgi uyandirmistir. Schwarzenbeck vd. (2005) aerobik graniillerin siit endiistrisi
atiksularinin aritimindaki performansini arastirmak amaciyla siit endiistrisi atiksu aritma
tesisinden alinan atiksularla ¢alismislardir. % 50 hacimsel degisim oraninda toplam KOIi
giderim verimi % 90, toplam azot giderim verimi % 80 ve toplam fosfor giderim verimi

% 67 olarak belirtilmistir.

2.2.5.3. Azot ve Fosfor Giderimi

Toplam azot giderimi nitirifikasyon ve denitirifikasyon evrelerini igermektedir.
Nitrifikasyon evresinde nitrit ve nitrat iiretilir ve daha sonra denitrifikasyon bakterileri
tarafindan azot gazina indirgenirler. Tay vd. (2004) heterotrofik bakteriler,
nitirifikasyon ve denitirifikasyon bakterilerinin aerobik graniil ¢amurda bir arada
bulunmasindan dolayr aerobik graniiller tarafindan es zamanl organik madde ve azot
giderimini aragtirmiglardir. Aerobik graniillerin nitrifikasyon ve denitrifikasyon
asamalar1 i¢in kullanilmas1 Beun vd (2001) tarafindan da arastirilmistir. Graniil ¢camur
prosesinde ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun denitrifikasyon verimi {izerine giiglii

bir etkisi oldugu goriilmiistiir.
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Mosquera-Corral vd. (2005) oksijenin es zamanli nitrifikasyon ve denitrifikasyon
prosesi lizerine 6nemli etkisi oldugunu gostermislerdir. Diislik oksijen konsantrasyonu
diisiik nitrifikasyon ve yiiksek denitrifikasyon oraniyla sonuglanmistir. Picioreanu vd.
(1998) diisiik biyokiitle biiyiime hizi oranlarinda diizgiin biyofilmlerin olustugunu
belirtmistir. Eger belirtilen oran graniil yapisini da belirlerse yavas biiyliyen organizma
seleksiyonu diigiik oksijen konsantrasyonlarinda stabil graniil camur olusumuna katkida
bulunur. Yiiksek konsantrasyonlarda amonyak iceren atiksular i¢in yukar akish akiskan
yatakli reaktorde olusturulan nitrifikasyon graniillerinin performans: arastirilmistir (de
Kreuk ve Van Loosdrecht, 2004; Tsuneda vd., 2006). de Kreuk vd. (2005b) diisiik
oksijen douygunluklarinda graniil igerisindeki heterotrofik biiylime sebebiyle es zamanl

KOl, azot ve fosfor gideriminin miimkiin oldugunu belirmistir.

AKR’de farkli substrat P/KOI oranlarinda 1/100 ile 10/100 araliklarinda fosfor akiimiile
eden mikroorganizmalar aklime edilmistir (Tay vd., 2003). Graniiller fosfor akiimiile
etme Ozelliklerinin yaninda ¢oziinebilen organik karbon tiiketme 0Ozelligine sahiptir.
Fosfor anaerobik periyotta salinirken aerobik periyotta hizli bir sekilde fosfor alimi
gerceklesmektedir. Substrat P/KOI oranindaki artisla akiimiile edilen fosfor azalma
trendi gostermektedir. Graniil igerisindeki fosfor igerigi aralifinin %1,9 ile %9,3
arasinda oldugu ve atiksuyun P/KOI oranina bagl olarak degistigi belirtilmistir. P/KOI
orant %?2,5 olan atiksudaki graniillerin fosfor igeriginin yaklasik %6 oldugu
gbzlemlenmistir. Benzer sonuglar P/KOI oranm1 %2,8 olan atiksuda Cassidy ve Belia
(2005) tarafindan elde edilmistir. Mezbaha atiksularinin AKR’de aerobik graniil camur
tarafindan aritilmasi sonucu %98 ‘in iizerinde KOI ve P giderim verimi ve %97 ‘nin
tizerinde azot ve UAKM giderim verimi elde edilmistir (Cassidy ve Belia, 2005).
Benzer KOI, azot, fosfor, UAKM giderimleri aerobik AKR’de mezbaha atiksularinin

flokiiler camur ile aritilmasi sonucu elde edilmistir (Thayalakumaran vd. 2003).

Yilmaz vd. (2009), yiiksek kirlilige sahip mezbaha atiksularinin es zamanl
nitrifikasyon, denitrifikasyon ve fosfor giderim (SNDPR) prosesi ile aritimin1 450 giin
boyunca izlemislerdir. AKR’de ¢aligma siiresinc efosfor giderimi ve nitrifikasyon
gerceklesmis, Accumulibacter spp. (polifosfat akiimiile eden organizmalar, PAO) ve
Competibacter spp. (glikojen akiimiile eden organizmalar, GAO)’lerin baskin oldugu

gozlemlenmistir. Accumulibacter spp.’in graniiliin en dis kismindaki 200 pm’lik alanda
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Competibacter spp.’in ise graniiliin merkezindeki bolgede baskin oldugu goriilmiistiir.
Ayrica graniil ¢amurda anaerobik sonunda 9%10,5 kimyasal baglh fosforun dongi
sonunda %1,9’a distliglinii yani anaerobik sonunda olusan kimyasal c¢okeleklerin
aerobik periyotta pH’nin diismesiyle yeniden ¢oziindiigiinii kanitlamislardir. Anaerobik
periyod siiresince yiiksek fosfat, magnezyum ve amonyak konsantrasyonlarindan dolay1

kimyasal ¢okelegin struvit formunda oldugu goriilmustiir.

2.2.5.4. Agwr Metal ve Boyar Madde Giderimi

Marin algi, mantar, aktif camur ve atik camur (digested sludge) gibi bazi
biyomateryaller biyosorbent olarak kullanilmaktadir (Lodi vd., 1998; Taniguchi vd.,
2000; Valdman ve Leite, 2000). Son zamanlarda kullanilan baglica adsorbantlar
askidaki biyokiitle formlarindan olusmaktadir (Liu vd., 2003c,d) fakat ayrilma,
biyosorbent stabilitesi ve yeniden kullanabilme gibi bazi dezavantajlari bulunmaktadir.
Bu dezavantajlar biyosorbentlerin endiistriyel atiksulardan boyar maddelerin giderilmesi
uygulamalarin1  smirlandirmaktadir.  Bakir(II) ve ¢inko(II)’nun aerobik graniiller
tarafindan biyosorbsiyon kapasiteleri bakir ve ¢inkonun baslangi¢ konsantrasyonlariyla
yakindan iligkilidir ve sirastyla 246.1 mg/g ve 180 mg/g ‘dir (Xu vd., 2004). Aerobik
graniiller genis yiizey alani, gézenekli yapisit ve iyi ¢okelme oOzelliklerinden dolay:
toksik kimyasallarin adsorbsiyonunda etkili bir rol oynamaktadir. Biyosorbsiyonla
graniil camur kullanarak yiiksek toksik agir metallerin giderilmesi saglanmistir (Liu vd.,
2002, 2003c,d).Graniil ¢amur kullanarak Kaytonik boyar madde, Rodamin B ‘nin
adsorbsiyonla giderilmesi Langmuir adsorbsiyon izotermiyle saglanmistir (Zheng vd.,
2005). Aerobik graniillerin maksimum adsorbsiyon yogunlugu flokiiler gamurunkinden

ti¢ kat daha biiyiiktiir.

2.2.5.5. Partikiiler Madde Giderimi

Aerobik graniiler ¢amur AKR’de basarili bir seklide aklime edilmis ve yiiksek
partikiiler organik madde iceren bira {retim tesisi atiksularinin aritilmasinda
kullanilmstir (Schwarzenbeck vd., 2004a). Organik yiikleme hiz1 3,2 kg KOI/m’giin,
atiksu partikiil konsantrasyonu 0,95 g/ AKM olan atiksuda %50 toplam KOI ve %80

¢oziinmiis KOI giderim verimleri saglanmistir. Ayni isletme sartlar1 altinda gelisen
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graniiler camur ve flokiiler ¢camurun mukayesesinde spesifik oksijen tiiketim hizi
acisindan graniillerin daha yiiksek metabolik aktivite sergilemesine ragmen giderim
verimleri bakimindan onemli bir fark gozlenmemistir. Partikiiler madde giderimi
sirasinda iki farkli mekanizma gozlemlenmistir: baslangigtaki graniil olusumu sirasinda
partikiillerin biyofilmlerle birlesmesi ve olgun graniiller igin, partikiiler KOI giderme

ozelligi saglayan graniil yiizeyindeki yiiksek seviyede protozoa artigidir.

2.2.5.6. Niikleer Atik Giderimi

Cozlinmiis uranyum gideriminde yeni bir biyomateryal olarak aerobik graniiler
biyokiitle kullanilmast Nancharaiah vd. (2006) tarafindan arastirilmistir. Calismada
farkli baslangi¢ pH (1 - 8) degerlerinde ve uranyum [U(VI)] konsantrasyonlarinda (6 —
750 mg/L) uranyumun biyosorbsiyonu arastirilmis ve asidik pH araliginda (1 — 6), pH
7.0 ve lizerine nazaran biyosorbsiyonun daha hizli (< 1 sa) gergeklestigi
gozlemlenmistir. Hemen hemen uranyumun tamaminin giderimi (6 — 100 mg/L)
Isa’den az sirdiigli belirtilmistir. Deneysel veriler farkli izoterm denklemleri
kullanilarak analiz edildiginde Redlich-Peterson modeli en uygun sonucu vermistir.
U(VI)’un maksimum biyosorbsiyon kapasitesi 218+2 mg/g kuru graniiler biyokiitle ‘dir.
Diisiik kuvvetteki atiksulardan uranyumun giderilmesinde graniiler biyokiitlenin diigiik
seviyedeki sivi uranyum atiklarinin aritilmasi i¢in uygulanabilecegi belirtilmis ve diger

fizikokimyasal metotlarin pahali ya da uygun olmadig1 gérilmiistiir.
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2.3. KATYONLARIN GRANUL CAMUR UZERINE ETKILERI

Yapilan arastirmalar aerobik graniilasyonun mikrobiyal gruplarin bir fonksiyonu
olmadigini, ama reaktorlerin isletim sartlari, aerobik aglik, kesme kuvveti ve +2
degerlikli metal iyonlar1 gibi faktorlerin etkili oldugunu gostermektedir. (S.S. Adav,
D.J. Lee, J.Y. Lai, 2009; T.T. Ren, L. Liu, G.P. Sheng, X.W. Liu, H.Q. Yu, 2008). Bu
faktorlerden +2 degerlikli metal iyonlar1 aerobik graniilasyon prosesinde onemli rol

> ve Fe’ gibi art1 iki ve ii¢ degerlikli iyonlar negatif

oynamaktadir. Ca®>", Mg”", Fe
yiiklii hiicrelere baglanarak mikrobiyal agregatlar olustururlar (Mahoney vd., 1987).
Jiang vd. (2003) Ca®" iyonunun eklenmesinin aerobik graniilasyonu hizlandirdig ve

graniil olusumu i¢in gegen siirenin yar1 yariya kisalttig1 gézlemlemistir.

Ca*"’nin graniilasyon prosesine iki sekilde yardimei oldugu diisiiniilmektedir. Birincisi,
Ca®" bakteri yiizeyindeki ve hiicredisi polimerik mokiillerdeki negatif yiiklii gruplara
baglanarak bir koprii gorevi gérmekte ve bu bilesenleri birbirine baglayarak (Costerton
vd. 1987, van Loosdrecht vd. 1987, Bruus vd. 1992) bakteriyal agregasyonu
arttirmaktadir. ikincisi, Ca®" ile beslenen graniiller yiiksek miktarda polisakkarit
tiretmektedir. Polisakkaridlerin hiicresel adezyonu arttirarak mikrobiyal agregatlarin ve
biyofilmlerin yapisal biitiinliiglinii siirdiirmesinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir
(Flecther & Floodgate, 1973). Polisakkaridler giiclii ve yapiskan bir iskelet olusturur
(Chistensen 1989, Sutherland 2001) ve bu durum aerobik graniillerdeki stabil graniil
yapisinin  siirdiiriilmesine ve olusumuna yardimci olmaktadir. Ayrica polisakkarit
igeriginin yogunluk ve biyofilm dayniklilig1 ile pozitif iliski oldugu goriilmustiir
(Ohashi & Harada 1994). Polisakkaridlerdeki OH™ gibi ikinci fonksiyonel gruplar da rijit
ve deforme olmayan polimerik jel olusturmak icin Ca®" ile etkilesime girmekte
(Costerton vd. 1987, Shutherland 2001) ve aerobik graniillerin yapisal stabilitesini

arttirmaktadir.

Ca”""nin aerobik graniilasyon tizerindeki etkisi arastirilmis ve 100 mg/L Ca®" eklenmesi
aerobik graniil olusumunu 32 giinden 16 giine diisiirdiigii goriilmiistir. Ca>™ ile
beslenerek olusan graniillerin daha yogun, daha kompakt ve daha dayanikli oldugu ve
daha iyi ¢cokelme Ozelligi gosterdigi, ayrica yiiksek polisakkarid igerigine sahip oldugu
goriilmiistiir. As1 camurunun flok boyutu 76 pm ve CHI 187 mL/gAKM’dir. Baslangic
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evresinde biyokiitle boyutu oldukca yavas artmis ve iki reaktor arasinda ¢ok fazla bir
fark goriilmemistir. R1’deki biyokiitle boyutu 28. giinde 600 pm’ye ulasmis ve flokiiler
goriiniimde oldugu goriilmiistiir. R1°de graniil olusumu 32. giine kadar goériillmemistir.
Buna karsin R2’deki graniil olusumu reaktoriin isletilmesinden kisa bir siire sonra
goriilmeye baglanmigtir. R2’deki biyokiitle boyutu yaklagik 12 giin sonra hizla artmaya
baslamis ve 16. giinden 21. giine kadar gegen siirede 500 — 1600 um ¢apindaki graniiller
gbzlenmistir. Yaklasik iki aylik isletme siiresinin sonunda R1 ve R2’deki graniiller
strastyla 2000 pm ve 2800 pum olarak sabit kalmislardir. Ilk birkag¢ giiniin disindaki
diger isletme siiresince R2’deki biyokiitle boyutunun R1’den siirekli olarak daha biiyiik
oldugu goriilmistir. Ca®" eklenmesi biyokiitle konsantrasyonun onemli derecede
artmasini saglamistir. Sistemin kararli hale gelmesinden sonra biyokiitle konsantrasyonu
R2’de 7,9 gAKM/L, RIl’de ise 2 gAKM/L’dir. R2’deki yiiksek biyokiitle
konsantrasyonun bir sonucu olarak KOI giderim veriminin R1°den daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. KOI giderim verimi R2’de %98 iken bu deger R1°de %93’tiir. R1’deki
graniillerin tiylii ve yumusak bir goOriinlime sahip oldugu gozlenirken R2’deki
graniillerin diizgiin ve kompakt bir yapida oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.10). Yapilan
¢alismada Ca® eklenmesinin graniillerin fiziksel karakteristiklerini etkiledigi
goriilmiistiir. R1’in CHI degerinin 150 mL/g AKM nin iizerinde oldugu buna karsin
R2’nin CHI degerinin 100 mL/gAKM’nin altinda oldugu ve miikemmel ¢okelme
ozelligi gosterdigi belirtilmistir. Ca®* eklenmesiyle graniil dayanikliligi artmistir. Ayrca
hiicredis1 protein miktarinda Ca*" eklenmesiyle herhengi bir degisiklik goriilmemis
fakat hiicredis1 polisakkarit miktarmin iki kat arttig1 (41 mg/g UAKM’den 92 mg/g
UAKM’ye) goriilmiistiir. Sonu¢ olarak yapilan calismada Ca*" eklenmesinin
graniilasyon prosesini gelistirdigini ve TUstiin Ozellikte aerobik graniil olusumuna

yardimei1 olarak graniil olusum siiresini kisalttig belirtilmistir (Tay vd., 2003).
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Sekil 2.10 R1 ve R2’deki olgun graniillerin gériinimii (Tay vd., 2003)

Olgek=2,5 mm

Gao vd., (2010), Ca** ve Mg> ’un aerobik graniilasyon ve graniil performansi
lizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Aerobik graniillerde Ca®* ve Mg®" artismin
etkisin arastirmak iizere iki adet AKR isletilmis; R1’e 40 mg/L Ca*" ve R2’ye ise 40
mg/L Mg** eklenmistir. Yapilan ¢alismada 12 L hacimli, 60 cm yiikseklik 22 cm capa
sahip iki adet kolon tipi AKR kullanilmistir. Atiksu reaktdriin en st kismindan
eklenmis ve ¢ikis suyu reaktoriin tabanindan 10 cm yukaridan desarj edilmistir. Sistem
% 75’lik hacimsel degisim oraniyla isletilmistir. Her iki reaktérde de dongii siiresi 5
saat olarak ayarlanmistir. Dongiiler 1 dakika besleme, 280 dakika havalandirma, 1-10
dakika ¢oktiirme ve 5 dakika bosaltma olarak ayarlanmistir. Coktiirme stiresi 10 dakika
olarak baslamis ve zamanla 1 dakikaya kadar distiriilmiistiir. Havalandirma reaktor
dibinden diflizorler yardimiyla yapilmis ve yiizeysel hava hiz1 1,2 cm/sn ve ¢6ziinmiis
oksijen konsantrasyonu 4-6 mg/L olarak ayarlanmistir. Reaktorler 24+ 1 °C sicakliklta
isletilmistir. Aktif camur evsel atiksu aritma tesisinden alinmis ve as1 ¢amuru olarak
kullanilmistir. Camurun baslangic AKM’si 2300 mg/L ve UAKM’si ise 1620 mg/L CHI
ise 92 mL/g olarak kaydedilmistir. As1 ¢gamuru dncelikle havalandirma boyunca substrat
eklenmeden 3 giin siireyle musluk suyuyla beslenmis ve daha sonra R1 ve R2

reaktorlerinde aklime edilmistir. As1 ¢amurunun SVI,, degeri 92 mL/g’ dir ve 3 giin

sonra 64 mg/g’a diigmiistiir. Aerobik graniilasyon prosesinde 10 dongiiniin ardindan
camur performansi iki reaktorde de ¢ok fazla degisim gostermemistir. Bununla beraber

camurun CHI,, degeri R1 ve R2’de 51 mL/g’ a diigmiistiir. Bu nedenle ¢oktiirme siiresi

bu asamada 5 dakikaya inmistir. 16. déngiide Ca*" birikmesi ile aerobik graniiller ilk

olarak R1’de gdzlenmis ve ¢amurun rengi yesile donmiistiir. Mg>* eklenen R2’de ise
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30. dongliye kadar aerobik graniil olusumu goézlenmemistir. Daha sonra aerobik
graniillerin ve boyutlarinin kademeli olarak arttig1 gozlenmistir. R2’de 51. dongiiniin

ardindan R1’de ise 41. dongiinlin ardindan SVI,, ve SVI; arasindaki fark %10’dan

daha az oldugu tespit edilmistir. Boylece aerobik graniilasyon R1’de 41. dongiiden
sonra R2’de ise 51. dongiiden sonra elde edilmistir. Flokiiler ¢amurun sistemden
giderilmesi amaciyla ¢okelme zamami 1 dakikaya disiirilmiistiir. Tamamlanan
graniillesmeye R1’de 88. dongilide ulasilmig, bu asamada R2’de ise kiigiik floklara
rastlanmistir. R2’de tamamen graniill c¢amur olusumu ancak 100. dongiide
gerceklesmistir. Ca®* birikmesi Mg”" birikmesi ile karsilastirldiginda Ca*”
birikmesinin aerobik graniilesmeyi biraz daha hizlandirdigi sonucuna ulasilmistir.

Graniillesmenin tamamlanmasindan sonra iki reaktérde de KOI giderimi aymdir ve

giderim verimi %94’iin iizerindedir. R1’de NH, -N ve P giderim verimleri %92 ve

%97 iken R2’de %98 ve %99,6°dir. iki reaktdrdeki olgun graniillerin morfolojisi Sekil
2.11°de gosterilmistir.

Sekil 2.11 105. dongiiden sonra graniillerin gelisimi: R1:Ca ve R2:Mg (Gao vd., 2010)

Ca*"nin ¢amurun graniilasyonunu ii¢ yolla arttirdigi belirlenmistir: (1) reaktére Ca>"
eklenmeasi bakteri yiizeyindeki negatif yiiklii iyonlar1 notralize ederek g¢amurun
graniilasyonunu artirmasi, (2) Ca®" nin bakteri yiizeyindeki ve EPS iizerindeki negatif
yiiklii gruplara baglanmasi ve bu bilesenleri koprii gérevi gorerek birbirine baglamasi ve
EPS- Ca’"-EPS zincirlerini olusturmasi, (3) Ca*“’nin CaCO; seklinde mikrobiyal

agregasyonu hizlandirmasi1 ve olgun graniillerin fiziksel dayanikliligini arttirmasi

seklinde gerceklestigi diisiiniilmektedir (Liu vd., 2007). Buna karsilik Mg** ’nin graniil



37

yapist iizerinde zayif bir etkisi bulunmakta ve hiicrelerin birbirine baglanmasinda etkili

2+ ¢

bir rol oynayamadigi goriilmiistiir. Mg “" “nin biyokimyasal yolla graniilasyon prosesini

2+ 5

arttirdigr diisiintilmektedir. Mg “* "nin enzimler iizerinde etkili bir rol oynadig1 ve enzim

reaksiyonlarini hiicre senteziyle birlikte canlandirdigi bilinmektedir (Brdjanovic vd,
1996). Yapilan calismada Mg*>* eklenmesiyle aerobik graniillerin protein igeriginin
oldukca arttig1 gdriilmiistiir. Ca®" eklenmesiyle aerobik graniiller protein iretiminden
farkli olarak daha biiyiik miktarlarda polisakkarid tiretmistir (Jiang vd., 2003). Fakat
Mg " eklenmesiyle graniillerin polisakkarid ve protein iiretiminde énemli derecede artis
gostermistir. Bu durum Ca” ile karsilastirildiginda Mg*>* eklenmesi sonucu aerobik
graniillerin daha hizl1 substrat biyodegrasyon oranina sahip oldugunu gostermistir.
Sonug olarak; Ca®" eklenmesi aerobik graniilasyon gelisiminin Mg>* eklenmesine

nazaran daha hizli ger¢eklesmesini saglamistir. Aerobik graniillerin optimum kosullara
ulasmasindan sonra Ca”" eklenen olgun graniillerin Mg?* eknenen graniillere gore daha
listiin fiziksel &zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Bununla beraber Mg>" birikmis
olgun graniillerin mikrobiyal toplulugu yiliksek farkliliga sahiptir ve substrat
biodegrasyon oranmin biraz daha hizli oldugu goriilmektedir. Ayrica Mg**
eklenmesinin EPS artisinda Ca®" nazaran daha pozitif etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu
yiizden Mg** ve Ca’'’nin aerobik graniillesmede farkli roller oynadigi sonucuna

varilmistir.

Siilfat ve demirin anaerobik graniil ¢amurun fizikokimyasal karakteristikleri iizerine
etkisi arastirilmistir (Lens vd., 2006). Sistem pH 7’de, 30 °C’ de ve 1,2 gKOI /Lgiin
(0,04 gKOI/gUAKMgiin)’liik organik yiikleme hizinda 30 giin boyunca isletilmistir.
Glikozla beslenen anaerobik ¢amurda siilfat varlign (KOI/siilfat = 1) inkiibasyonun
basindan sonuna kadar fizikokimyasal karakteristikleri degistirmemistir. Buna ragmen
30 giin boyunca glikoz, siilfat ve demirle beslenen graniillerde 6nemli derecede farkli
fizikokimyasal farkliliklar gozlenmistir. Demir varligimin (glikoz ve siilfata ek olarak,
KOIl/demir = 1) 30 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda EPS ve SMP’deki protein ve
karbonhidrat icerigini % 50 oraninda azalttigi goriilmiistir. EPS iceriginin azalmasi
demirle beslenen graniillerin parcalanmasina sebep olmustur. Buna ragmen demirle
beslenen graniillerin demirsiz graniillere gére daha kuvvetli bir yapiya sahip oldugu

gorilmiistiir.
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2.4. KATYONLARIN FLOKULER CAMUR UZERINE ETKIiLERIi

Aktif camurun flok yapis1t mikroorganizmalar, inorganik partikiiller, hiicredisi polimerik
maddeler (EPS) ve iyonlar arasindaki fiziksel ve kimyasal etkilesimlerin bir sonucudur
(Eriksson L ve Alm B, 1991; Bruus vd., 1992). Bakteri hiicreleri ve EPS igeren tiim flok
ve diger bilesenlerin negatif yliklenmesinde aktif ¢amurdaki katyonlarin rolii goz
oniinde bulundurulmustur ve bir¢ok arastirmaci tarafindan arastirilmistir. Biyolojik bir
siispansiyona sodyum eklemenin flok boyutunu arttirdigimi ve flok gdzenikliligini
gelistirdigini rapor edilmistir (Cousin CP ve Ganczarczyk JJ, 1998). Zita ve
Hermansson (1994) flok stabilitesinin iyonik soliisyon kuvvetinden olumsuz
etkilendigini ve K* ve Ca” ‘un partikiil stabilitesi lizerinde ayni etkiyi yarattigini
gbzlemlemislerdir (Zita A ve Hermansson M, 1994). Bunun aksine Novak vd. (2001)
kalsiyum ve magnezyum iyonlarindaki artisin c¢okelme ozelliklerini gelistirdigini
belirtmistir, ancak sodyum artis1 aktif camurun ¢dkelme ve susuzlasma o6zelliginin
kotiilesmesine neden olmustur (Higgins M ve Novak JT, 1997; Novak JT, Muller CD ve
Murthy SN, 2001; Higgins M ve Novak JT, 1997 ). +2 yiiklii iyonlarin EPS’in negatif
yiiklii bolgelerine baglanmasi flok boyutunu, yogunlugunu ve floklarin pargalanmaya

kars1 olan direncini arttirmaktadir (Higgins M ve Novak JT, 1997).

Literatiirde tek degerlikli ve iki degerlikli katyonlarin flokiiler ¢amur {izerine olan
etkileri aragtirilmis ve +3 degerlikli iyonlarin kati-sivi ayirimi iizerindeki rolii ¢ok iyi
anlagilamamistir. Bununla birilikte evsel atiksularin ve bazi endiistriyel atiksularin
yiiksek oranda demir iyonu igerdigi gozlenmistir. Bunun disinda demir tuzlar
atiksularin 6n artilmasinda yaygin bir metot olan koagiilasyon prosesinde genis
kullanim alanlar1 bulmustur. Aktif ¢amur sisteminin havalandirma tankinda demir

iyonlarinin eklenmesi fosfor giderimi agisindan yaygin bir uygulamadir (L1 Jiuyi, 2005).

Fe (II)’iin aktif ¢camur flok karakteristigindeki etkileri konusundaki bilgiler oldukca
stnirhidir. Wuhrmann K vd., (1968) demir-kloriir eklenmesinin aktif camur kiiltiirtindeki
protozoalarin yok olmasima neden oldugunu ve atiksudaki bulanikligi arttirdigini
belirtmistir. Sudaki bulanikligin demir-hidroksi-fosfat pargalarindan veya protozoalarin
bulunmayisindan dolay1 dagilan aktif ¢amur parcalarindan kaynaklandigina dair kesin

bir sonuca varilamamistir. Nielsen PH ve Keiding K (1998) aktif ¢amur floklarinda
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Fe™ ‘iin FeS’e indirgenmesinin flok direncinde zayifliga ve aktif camur floklarinin
parcalanmasina neden oldugunu rapor etmislerdir. Novak vd. (2001) demirin
indirgenmesinin flok dayanikliligina katkida bulundugunu fakat camurun susuzlasma

0zelligini olumsuz yonde etkiledigini belirtmislerdir.

Yapilan bir ¢alismada Fe*™iin aktif camurun flok 6zellikleri iizerine etkileri, aritma
performansi, camurun ¢okelebilme 6zelligi, flok yapisi ve boyut dagilimi parametreleri
dikkate alinarak arastirilmistir (Li Jiuyi, 2005). Fe’”iin  aktif camurun flok
karakteristikleri tizerindeki etkileri dokuz paralel yukari akigh reaktorde farkl
miktarlarda FeCl; eklenerek arastirilmistir. Demir kloriir dozlamasi ¢oziinebilen
proteinlerin birgogunu ve bazi polisakkaritleri gidermis ve ¢ikis suyu KOI’'nda azalmaya
sebep olmustur. Bu sonuglar ile birlikte Murthy ve Novak (2001) demirin flok igerisinde
polisakkaritlerin kiiciik bir kismini tutarken proteinin biiyiik bir kismimi tutugunu
gbstermistir. Fe’tin uygun konsantrasyonlarnmn aktif ¢camur floklarinin olusumuna
katkida bulunabilecegi ve aktif camurun partikiiler ve koloidal maddeleri flok igerisinde
tutabilme yetenegini arttirabilece§i, bununla beraber Fe’”tin asin dozlarmm  aktif
camurun agregasyonunu zayiflattigt ve floklarin dagilmasina sebep oldugu
gosterilmistir. Reaktorlerdeki AKM konsantrasyonlar1 demir kloriir dozajindaki artisa
bagli olarak artmistir. UAKM konsantrasyonlar1 ise baslangicta artmis daha sonra sabit
kalmistir. UAKM/AKM oram ilk olarak 0.83’ten 0.61°¢ diismiis, bu durum aktif
camurdaki inorganik maddelerin demir eklenmesi sonucu artis gosterdigi anlamina
gelmektedir. Demir tuzlarinin ¢amur i¢inde tutunmasi inorganik madde miktarinin ve
dolayisiyla ¢amur yogunlugunun artmasmmi saglamustir. Fe’™ eklenmesi sonucu
UAKM’nin artmasiyla camurun CHI ile 6lciilen ¢okelebilirliginin arttign goriilmiistiir.
Fe’* eklemenin boyut dagiliminda gozle goriilebilir farklara neden oldugu gézlenmistir.
Fe’™iin diisiik konsantrasyonlarda flok boyutunu azalttign gdzlemlenmistir. 23,8
mg/dm’den dah az konsantrasyonlarda kiiciik floklarin boyutlarinda artis
gerceklesmemistir. Demirin flok dayanikliligini arttirdigini ve demirin indirgenmesinin
camurun susuzlagmasini olumsuz yonde etkiledigini belirtmislerdir. Reaktorlerdeki
yiiksek Fe’” konsantrasyonlarinin kuvvetli kiigiik aktif camur floklarinin olusmasina
sebep oldugu goriilmiis ve bu durumun c¢ikis suyunda AKM konsantrasyonunun
artmasina ve bulaniklifa sebep olabilecegi belirtilmistir. Aktif ¢amur floklarinin

morfolojisi SEM kullanilarak incelenmistir. SEM’de reaktorlere FeCls; eklenmesi
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sonucu flok morfolojisinde meydana gelen degisiklikler Sekil 2.12°de gosterilmistir.
Floklarin daginik bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica bakteri hiicrelerinin
mikrobiyal gruplar olusturmak amaciyla EPS’lere yapistigi filamentli bakterilerin bu
mikrobiyal gruplarda omurga gorevi gordiigii net bir seklide goriilmistiir (Sekil 2.12 (a

ve b)).

Sekil 2.12 Farkli AKR’lerdeki SEM goriintiileri (Jiuyi Li, 2005)

(2) SBR-1, x2000; (b) SBR-5, x5000; (c) SBR-6, x5000; (d) SBR-9, x5000. Daire igerisindeki kisimlar aktif gamur partikiillerini ve
oklar filamentli bakterileri gostermektedir.
Diger taraftan FeCl; eklenmeye devam edilmesi sonucu olduk¢a farkli tipte bir
morfoloji gozlemlenmistir. Partikiil sinirlar1 net bir sekilde goriilebilmektedir. Bazi
filamentli bakterilerin partikiillerden disar1 yayildigi ve yayilan bu filamentli
bakterilerin agregasyon igin olduk¢a Gnemli oldugu belirtilmistir. Fe’™iin genis
agregatlarin olusumunu saglayan filamentli bakterilerin sayisini azalttigi gortilmiistiir.
23,8 mg/dm’ Fe’" eklenen reaktrde bazi filamentli mikroorganizmalar goriiliirken
(Sekil 2.12 (c)), 142,8 mg/dm’ Fe (III) eklenen reaktorde hi¢c filamentli bakteri
goriilememistir (Sekil 2.12 (d)). Bunun disinda bakteri hiicrelerinin yiizeyinde bazi
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inorganik maddeler gozlemlenebilmigtir.  Reaktorlerde yapilan EPS analizlerinde
fosforun yiiksek miktarlarda olmasi dikkat ¢ekmistir (%24 - 34). Ayrica EPS’de
magnezyum, potasyum ve kalsiyum gibi katyonlarin kontrol reakt6riinde baskin oldugu
gorilmiistiir. EPS ve mikrobiyal hiicrelerin negatif yiiklii olmasindan dolay1 katyonlar
aktif camurun biyoflokiilasyonunda &enmli bir rol iistlenmektedirler. Fe™ ’iin
fizikokimyasal olarak negatif ytiklii iyonlarla etkilesime girmesi floklarin daha kompakt
ve yogun olmasini saglayabildigi belirtilmistir. Sonug olarak; reaktore demir tuzlarinin
eklenmesi c¢ikis suyundaki KOI, c¢oziinmiis oksijen konsatrasyonu, protein ve
polisakkarid kalitesini arttirmaktadir. Uygun konsantrasyonlardaki Fe’™ iyonlar1 aktif
camurun floklar igerisinde koloidal madde ve partikiil tutma kapasitesini arttirmakta
fakat yiiksek miktarlarda F ¢’" verilmesi aktif camurun agregasyonunu olumsuz yonde
etkilemekte ve floklarin pargalanmasina sebep olmaktadir. Yiiksek miktarlarda Fe®
eklenmesi biiyiik floklar1 azaltmis ve kiiclik flok sayisini arttirmistir. Bu durum kiigtik
boyutlu floklarin ¢oktiiriiciilerde  giderilememesine dolayisiyla ¢ikis suyunda
bulanikliga ve kat1 madde miktarinin artmasina sebep olmaktadir. Hiicredis1 polimerik
maddelerin element analizi Fe’"iin baz1 biyopolimerlerle etkilesime girdigini ve FeCls
miktarinin artmasiyla +1 ve +2 degerlikli katyonlar azalirken EPS 6rneklerindeki demir
ylizdesinin arttig1i goriilmiistiir. Demir iyonlar1 aktif ¢amur flok morfolojisinin
degismesine sebep olmaktadir. Yiiksek Fe’™ konsantrasyonlarnmn aktif ¢amur
partikiilleri arasindaki baglar1 zayiflattigi ve genis agregatlarin olusumunu saglayan

filamentli mikroorganizmalarin miktarini azalttig1 belirtilmistir.

Fe** ve Fe’™iin aktif camurun fiziksel ve biyolojik ozellikleri iizerine olan etkisi
karsilastirilmistir (Oikonomidis vd., 2010) Bu calismada laboratuvar olgekli stirekli
akisl aktif camur reaktorleri 25 mg/L konsantrasyonunda Fe’™ ve Fe’™ tuzlaryla
beslenmis ve aktif camurun Ozelliklerindeki degisikilikler ve demirin akiimiilasyonu
gozlenmistir. Calismada ilk 6 hafta hicbir kimyasal eklemesi yapilmadan reaktorler
kontrol periyodunda isletilmistir. 6. haftadan itibaren reaktorlere 10 hafta boyunca 25
mg/L FeCl; ve FeCl,.4H,0 ilavesi yapilmistir. Floklarin morfolojik karakteristikleri
kullanilan iyon tipine bagh olarak goze garpan degisiklikler gostermistir. Fe** eklenen
floklarin Fe*" eklenenlere gore daha kompakt daha az filamentli ve daha kiigiik boyutta

oldugu gozlenmistir. Ayrica Fe** eklenen graniillerin ¢okelme 6zelliginin Fe®*
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eklenenlere gore daha az oldugu goriilmiistiir. Amonyum (NH; -N) ve nitirit (NO,-N)
oksitleyen bakterilerin aktivitelerinin Fe akiimiilasyonundan etkilendigi belirtilmistir.
Proses performanst KOI, NH, -N, PO4>-P, giderimi ve toplam ¢ikis suyundaki katt
madde mikatr1 agisindan degerlendirilmistir. Fe** ve Fe’" eklenen aktif camur
proseslerinin ikisinde de benzer sekilde iyi bir KOI giderim verimi saglanmistir. NH,'-
N giderim veriminin % 95’in iizerinde oldugu, Fe’" ve Fe’" eklenmesinden
etkilenmedigi gozlemlenmistir. Demir eklenmesi PO4-P giderim verimini beklendigi
tizere onemli Olgiide arttirmistir. Cikis suyundaki toplam kati madde miktar1 demir
eklenmesiyle her iki halde de ilerleyen bir azalma gostermistir. AKM konsatrasyonu
Fe’ ve Fe'" eklenmesiyle artis gdstermistir. Fe** *nin flok yapisin1 Fe’ e nazaran daha
fazla degistirdigi ve her bir demir elementinin farkli karakteristiklerde floklar
olusturdugu gozlemlenmistir. Fe’" ilavesi yapilan reaktordeki floklar genellikle daginik
ve diizensiz yapida iken Fe’' ilavesi yapilan reaktordeki floklarin kompakt, daha az
filamentli ve belirgin dis hatlara sahip oldugu goriilmiistiir. Dozlamadan kisa siire sonra
Fe’* eklenen reaktordeki flok boyutlarimin Fe** eklenen reaktdrdeki flok boyutlardan
gozle goriiliir derecede daha biiyiik oldugu goriilmiis fakat daha sonra bu farkin giderek
azaldig1 belirtilmistir. Dozlama siiresince Fe’* bulunan reaktérdeki flok boyutunun Fe*™
bulunan reaktordeki flok boyutlarindan % 5,8 — 41,8 daha biiyilik oldugu goriilmiistir.
Fe** "nin Fe’" den daha etkili bir flokulent oldugu goriilmiis ve bu durum Fe*"e
oksidasyonundan once floklarla daha giiclii iyonik bag olusturabilme yetenegine
baglanmistir. Demir eklenmesinin aktif ¢camurun organik madde giderim verimi,
biyokiitle aktivitesi ve mikrobiyal populasyon kompozisyonu gibi biyolojik

karakteristikleri degistirdigi de gozlemlenmistir.
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Sekil 2.13 (a) Demir eklenmeden dnceki 1slak flok, (b) demir (IIT) eklenen flok, (¢) demir (II)
eklenen flok (Oikonomidis vd., 2010)

Her iki Fe*" ve Fe’" tuzlarinin eklenmesinin floklarin ¢okelme ozelligini arttirdig
belirtilmistir. Fe*" ve Fe’ tuzlarmm ¢okelme ozelligini arttirma derecesi her iki
reaktorde de farklidir. Dozlama ve dozlamadan sonraki periyotlarda Fe®" eklenen
reaktoriin CHI Fe®™ eklenen reaktordekine nazaran oldukea diisiiktiir. Fe** eklenen
reaktordeki floklarin daha iyi ¢okelme Ozelligi gostermesinin nedeni daha kiiciik daha
az filamentli ve daha kompakt bir yapida olmalarindan dolayidir. Mikroskobik
goriintiiler Fe*”nin Fe'"den daha etkili bir flokulent oldugunu gostermektedir.

EPS’deki negatif yiiklii iyonlarin yiiksek yogunlugundan dolayr Fe gibi zit yiikli
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multivalent iyonlar polimerleri baglamakta ve bu koprii biyopolimerleri ve bakterileri
saglamlagtirarak biyoflokiilasyonu arttirmaktadir. Fe*” eklenen ¢amurda eklenen iyon ve
floktaki iyonik bolgeler arasinda daha kuvvetli baglarin olusmasindan dolay1 daha 1yi
bir flokiilent oldugu gozlemlenmistir. Reaktdor tamamen karisimli haldeyken
oksidasyon/hidroliz reaksiyonlar1 baglamadan 6nce Fe*" EPS iizerinde bulunan negatif
yiiklii iyonlarla etkilesime girmektedir. Sisteme Fe*" eklendigi zaman flok igerisindeki
iyonik etkilesimlerin sayis1 Fe’ eklenmesine gore daha fazladir (Sekil 2.13 a,b). Fe*"
eklenen floklarda flok yiizeyinin genis alanlar1 diizgiin EPS tabakasiyla kaplanmistir
(Sekil 2.13 ¢). Buna karsilik Fe’* eklenen floklarda ise flok yapisinda énemli bir rolii
bulunan filamentlerle flogun daginik bir sekilde oldugu goriilmektedir. Sonug olarak,
laboratuvar olgekli reaktorlerde Fe*" ve Fe’* eklenmesinin KOI ve NH;-N giderim
verimlerini etkilemedigi fakat PO4-P giderim verimini her iki demir tiirii eklenmesinde
benzer oranda arttirdig1 goriilmiistiir. Fe eklenmesiyle ugucu olmayan askida kat1 madde
miktarinin arttigit ve daha inorganik floklarin olustugu belirtilmistir. Mikroskobik
goriintiilerden Fe*™ eklenen flok yiizeylerinin tahminen hiicredist polimerik
maddelerden olusan ve daha iyi flok olusumunu saglayan diizgiin bir tabakayla genis
olarak kaplandig1 buna karsilik F ¢’" eklenen sistemdeki floklarin diizensiz ve dagimik
olduklar1 goriilmiistiir. Flok boyutu Fe dozlamasiyla birlikte her iki sistemde de
azalmistir. Boyuttaki azalmanin sebebi Fe’in omurga filamentlerini pargalamasidir.
Floklarin ¢okelme 6zelligi Fe eklenmesiyle her iki reaktorde de artis gdstermis fakat
Fe”" eklenen reaktorde daha iyi ¢okelme ozelligi goriilmiistir. Fe*™ “nin eklenmesiyle
Fe’*’e okistlenmeden 6nce eklenen iyon ve floktaki aniyonik bélgeler arasinda kuvvetli
baglar olugsmasindan dolay1 sistemde iyi flokiilasyon karakteristikleri gézlemlenmistir.
NH, " -N ve NO,-N oksitleyen bakteriler Fe eklenmesinden etkilenmis mikroorganizma
aktivitelerindeki degisimlerin ¢amurun inorganik iceriginin artmasiyla iliskili oldugu
belirtilmistir. Baslangic Fe konsantrasyonuna bagli olarak flok yiizey ozellikleri ve
bunun morfolojik 6zelliklerine olan faydasi, ¢cokelme 6zelligi ve aktif camur sisteminin
diger icerikleriyle iligkili olarak flokiilasyonun arttig1 gozlemlenmistir. Diger taraftan

yiiksek Fe konsantrasyonlarinda floklarin bozulabilecegi belirtilmistir.

Banu vd. (2008) evsel atiklsulardan es zamanli fosfor gideriminde demir siilfatin
nitirifikasyon {izerindeki etkisini arastirmiglardir. Fe/P molar oran1 2.1 olarak

ayarlanmig ve bdylece ¢ikis suyundaki toplam fosfor konsantrasyonu 1 mg/L’nin altinda
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tutulmustur. Koagiilant eklenmesinden sonra pH, c¢okelegin molar oraninin
belirlenmesinde temel rol oynamaktadir. Fosfor giderimi agisindan aerobik havuzdaki
pH degerinin koagiilant eklendikten sonra baslangi¢c degerinden daha 6nemli oldugu
gorilmistir. Ciinkii koagiilant eklenmesi sonucu sistemdeki alkalinite tilkenmekte ve
bu durum elverisli baglangi¢ pH aralifinin daha az elverisli pH aralifina degismesine
sebep olmaktadir. Ornegin 35 mg demir eklenmesi durumunda aerobik havuzun son
pH’1 7,3 oldugu gorilmiis ve bu pH’da 1 mg/L’nin altinda fosfor giderimi
gergeklestirilebilmistir. Demir miktarinin artmasi sonucu son pH degeri 7,3’den 6,9’a
diismiis ve bu durum toplam fosfor giderim veriminin diismesine sebep olmustur. Azot
giderimi biyolojik olarak anoksik/oksik sistemde saglanmis ve c¢okelmenin
nitirifikasyon ve denitirifikasyon iizerindeki etkileri arastirilmistir.  Sistemin
nitirifikasyon hiz1 ¢okelmeden etkilenmemis ve 0,046 — 0,059 g N-NH,4'/g UAKM/giin
arasinda degistigi belirlenmistir. Denitrifikasyonun tamamlandigi ve koagiilasyon
prosesinden etkilenmedigi goriilmiistiir. Sistemde azot giderim orani %78 ile %85
arasinda degismektedir. Demir dozajimnin arttirllmasinin nitirifikasyon hizi ve azot
giderim verimi iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica reaktor
igerisinde inorganik ¢okelek akiimiilasyonunun olmadigi goriilmiistiir. KOI giderim
veriminin ¢okelmeden etkilenmedigi ve %94 ile %98 arasinda degistigi
gozlemlenmistir. Cokelme siiresince ayn1 zamanda yiliksek azot giderim verimi elde

edilmesi sistemin nutrient gideriminde ideal bir se¢cenek olmasini saglamaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. CALISMA PLANI

Calismada Pasakdy Ileri Biyolojik Atiksu Aritma Tesisi'nden alman ¢amur 5 hafta
siireyle AKR’de aklime edilmistir. Daha sonra askida kati madde muhtevasinin istenilen
diizeye gelmesiyle sistem R1 ve R2 olarak ikiye ayrilmistir. R1 kontrol reaktorii olarak
Fe’" igermeyen atiksuyla, R2 ise 10 mgFe/L Fe®" igeren atiksuyla beslenerek
isletilmistir. Calismada Fe?"’nin aerobik graniil ¢amurun olusumu ve stabilitesi

tizerindeki etkileri incelenmistir.
3.2. CALISMA DUZENEGI

Aklimasyon siiresince ¢ap1 12 cm, ¢alisma yiiksekligi 46 cm ve ¢alisma hacmi 5 L olan
AKR kullanilmistir. Reaktor evsel nitelikli  sentetik atiksuyla beslenmistir.
Havalandirma 800 L/sa’lik bir debiyle vakum pompasi ve reaktoriin iki yanina
yerlestirilmis hava taglariyla saglanmistir. Reaktor % 60°lik hacimsel degisim oraniyla
isletilmistir. Karistirma islemi reaktor altina yerlestirilen 100 rpm dénme hizina sahip

manyetik karistiriciyla saglanmistir.

Calismada kullanilan R1 ve R2 reaktdrlerinin geometrik konfigiirasyonu aklimasyon
periyodunda kullanilan reaktorden farklidir. Reaktorler 10 cm ¢apa, 55 cm calisma
yiiksekligine sahiptir ve %50 hacimsel degisme oraniyla isletilmislerdir (Sekil 3.1).
Sistemde baslangic hacmi 2 L, doldurma hacmi 2 L olarak ayarlanmistir. Besleme
peristaltik pompayla, bosaltma selenoid vanayla, havalandirma 400 L/sa’lik bir debiyle
vakum pompasi ve reaktdr dibine yerlestirilmis hava taglariyla saglanmistir. R1 ve R2
proses kontrolii PLC (programlanabilir lojik kontroldr) ile yapilan pH ve ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonunun bilgisayar kontrollii olarak izlendigi bir sisteme
baglanmistir. Reaktor yiiksekligi boyunca 5 adet numune alma muslugu bulunmaktadir.
Calismalarin farkli donemlerinde siireleri farkli olmak tizere bir dongii, statik doldurma,
aerobik periyod, c¢oktiirme, bosaltma safhalarindan olugmustur. Calisma siiresince
reaktorler sentetik atiksuyla beslenmistir. Sentetik atiksu haftada iki kez hazirlanmis ve

+4°C *de saklanarak sisteme pompalanmustir.
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Besleme tanki ve besleme hortumlar1 haftada bir kez olmak {izere biyolojik kirlenmeye
kars1 sicak suyla temizlenmistir. Ayrica reaktorlerde biyofilm olusumunu engellemek

i¢in reaktorler de haftada bir kez temizlenmistir.

Bosaltma vanasi

Besleme vanasi

Sekil 3.1 Calismada kullanilan reaktor

3.2.1. Aklimasyon Periyodu

Pasakdy Ileri Biyolojik Atiksu Aritma Tesisi’nin geri devir hattindan alman ¢amur 5
hafta siireyle AKR’de aklime edilmistir. Reaktore verilen sentetik atiksuyun
kompozisyonu Tablo 3.1°de verilmistir. Sentetik atiksuya 0.3mL/L oraninda eklenen iz
element c¢ozeltisinin kompozisyonu Tablo 3.2°de verilmistir. Hazirlanan atiksuyun
KOI’si 500+50 mg/L, TKN’si 40+5mg/L, TP 8+1 mg/L’dir. Aklimasyonda 6 saatlik bir
dongii 8 dk statik besleme, 90 dk anaerobik periyot, 222 dk aerobik periyot, 30 dk
¢coktiirme ve 10 dk bosaltma safhalarindan olusmaktadir. Aklimasyon siiresince camur
yasi 12 giin olarak secilmistir. 5 haftalik aklimasyon periyodu sonunda sistemde

%96°dan fazla NH4-N ve PO,-P giderim verimi elde edilmistir.
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Tablo 3.1 Sentetik atiksu kompozisyonu

Bilesen Konsantrasyon (mg/L)
Glikoz (C¢H1,04.H,0) 165
Sodyum asetat (NaCH3;COO.3H,0) 345
Nisasta 75
Pepton 100

Et ekstresi 64

Ure ((NH,),CO) 32
NH,CI 95
K,HPO, 31,5
KH,PO, 10,5
MgSO0,.7H,0 6
CaCl,.2H,0 5
FeS0O,.7H,0O 5

iz element ¢ozeltisi 0,3 mL/L

Tablo 3.2 iz element ¢ozeltisi kompozisyonu

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
EDTAH,Na,.H,0 52,5

ZnS0,4.7H,0 2,2

MnCl,.7H,0 3,97
(NH4)sM00,4.H,0O 1,21

CuS0,4.5H,0 1,57

CoCl,.6H,0 1,61

3.2.2. Fe’”nin Aerobik Graniil Camur Olusumuna ve Stabilitesine Etkisinin

Incelenmesi

Fe’”nin aerobik graniil camur olusumuna ve stabilitesine etkisinin incelenmesi
amaciyla, biri Fe*" igermeyen sentetik atiksu ile beslenen kontrol reaktorii, R1 ve 10 mg
Fe®*/L Fe*" eklenen sentetik atiksu ile beslenen reaktor, R2 ayni sartlarda paralel olarak
isletilmistir. Sentetik atiksu kompozisyonu, Fe*" hari¢ aklimasyon periyodu ile aynidir.

R1’c beslenen sentetik atiksuya hi¢ Fe* eklenmezken; R2’ye atiksu i¢inde 10 mg
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Fe*'/L olacak sekilde 50 mg/L FeSO4.7H,0 ilave edilmistir. R1 ve R2’de 195 giin
boyunca F ¢*"in etkisi izlendikten sonra, R1’e atiksu iginde 1 mg Fe*/L olacak sekilde

5 mg/L FeS04.7H,0 eklenmistir. Reaktorler 9 ay boyunca izlenmistir.

Reaktorlerde ¢oktiirme siiresi (Ts) 10 dakikaya ayarlanarak sistem isletilmeye
baslanmistir. Yavas ¢coken flokiil camurun sistemden yikanmasi i¢in ¢oktiirme stireleri
1. giin Ts= 5 dk, 2. glin Ts=3 dk, 8. giin T,= 2 dk olarak degistirilmistir. AKR’ler statik
doldurma, aerobik, ¢okelme ve bosaltma periyotlarinda isletilmistir. Reaktorlerde 6
saatlik bir dongii boyunca, 60 dk statik doldurma, 288 dk havalandirma, 2 dk ¢okelme
ve 10 dk bosaltma periyodu uygulanmistir. 209. giin sadece havalandirma periyodu

kisaltilarak dongii siiresi 4 saate diisiirtilmiistiir.

Aerobik periyotta havalandirma ve karistirma islemi, reaktoriin tabanina yerlestirilen
hava tasi ile yapilmistir. Reaktdrlere verilen hava miktar1 debimetre ile kontrollii olarak

400 L/sa hizinda verilmistir.
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3.3. ANALIiZ YONTEMLERI

AKM, UAKM, CHI, ortofosfat, toplam fosfor, amonyak azotu, toplam Kjehdahl azotu,
nitrit, KOI tayinleri standard metodlarda belirtildigi sekilde yapilmistir (APHA, 1995).
AKM, UAKM, CHI sirasiyla standard metodlarda 2540 D, 2540 E, 2710 E
boliimlerinde belirtilen sekilde yapilmistir. KOI tayini boliim 5220 D’de belirtilen
kolorimetrik closed reflux metoduyla, nitrit tayini bolim 4500-NO,” B’de belirtilen
kolorimetrik metodla, amonyak tayini bolim 4500-NH3; C’de belirtilen titrimetrik
metod ile, ortofosfat tayini bolim 4500-P B’de belirtilen kalay kloriir metodu ile
yapilmustir. Toplam fosfor tayini i¢in gerekli par¢alama islemi 4500-P B’de belirtilen
sekilde yapilmistir. Nitrat tayini 1.14773.0001 {iriin numarali Merck kiti ile yapilmistir.
Kolorimetrik analizlerde siiziilmiis numune elde etmek i¢in 0,45 pm por ¢apli siringa
ucu filtre (millipore, SLHV033NK) kullanilmistir. Ugucu yag asidi analizleri Agilent
marka 6890 Model Gaz Kromatografi cihaziyla yapilmistir. Tim kolorimetrik
analizlerde PG Instruments T80 UV/VIS Model spektrofotometre kullanilmigtir. 0,22
mm por ¢apli siringa ucu filtre (millipore SLGVO033NK) kullanilarak stiziilmiis
numuneler 1:9 oraninda (numune:asit) %10’luk H3POy ile seyreltilerek cihaza enjekte

edilmistir.

3.3.1. Cevresel Taramah Elektron Mikroskobu (ESEM) Ile Morfolojinin

Incelenmesi

ESEM 15 yil 6nce gelistirilmistir. ESEM kullanmanin avantajlarindan biri nemli modda
calisabilme oOzelligidir, yani iletken olmayan numunelerin iletken bir madde ile
kaplanmas1 gerekli degildir. incelenecek materyallerin kurutulmasina ve altin veya
paladyum ile kaplanmasina gerek yoktur. Boylece analiz siiresince numune orijinal

ozelliklerini koruyabilir (University of California Merced, 2007)

Deneysel caligsma siiresince biyokiitledeki morfolojik degisimleri takip etmek igin
ESEM (Philips XL series, XL 30ESEM-FEG) kullanilmistir. ESEM ile goriintiileme
disinda enerji dagilimli X-1ginlar1 analizi yapilmigtir. ESEM ile hem fikse edilmemis
hem de fikse edilmis numune goriintiileri alinmistir. Fiksasyon prosediiri Ek-1’de

verilmistir. Fikse edilmemis numune ile alinan gorlintiilerde numune analizden bir giin
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once reaktorden alinmis ve 24 saat i¢inde goriintiilenmistir. Numuneler soguk zincir
korunarak tasinmistir. ESEM ile goriintiileme Bogazici Universitesi Ileri Teknolojiler

Ar-Ge Merkez Laboratuvarlari’nda yapilmistir.

3.3.2. Isik Mikroskobu ile Morfolojinin Incelenmesi

Camurun morfolojik degisimleri ESEM disinda, Olympus marka CH30 Model Isik
Mikroskobu ile de takip edilmistir. Isik mikroskobu ile goriintiiler okiilere baglanan

dijital fotograf makinesi (Casio FX-9850) ile alinmistir.

3.3.3. EPS Ekstraksiyonu

EPS ekstraksiyonunda Frolund vd. tarafindan (1996) 6nerilen, aerobik graniil camur ile
yapilan c¢alismalarda en yaygin olarak kullanilan protokol kullanilmistir. Protokol
Diilekgiirgen’in  (2006) belirttigi sekilde orijinal prosediirde kiiciik degisiklikler
yapilarak uygulanmistir. Prosediirde EPS’i ekstrakte edebilmek i¢in DOWEX 50x8
katyon degistirici recine (Sigma Aldrich, kuvvetli asidik, Na" form, 20-50 mesh size)
kullanilmistir. Deney sonuclarinin karsilastirilabilir olmasi i¢in tiim deneylerde ayni
ekipman kullanilmigtir (erlen, magnet, magnetik karistirici). Tiim deneyler sogukta
(erlen ve tiipler buz dolu bir kapta bekletilerek) gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon icin
gerekli numune aerobik periyot sonrasi reaktorden toplanmistir. 0,5 g UAKM’ye
karsilik gelecek numune hacmi aymi glin aerobik periyot sonrasi reaktdrde yapilan
UAKM analizi sonucuna gore hesaplanmistir. 0,5 g UAKM saglayacak gerekli
hacimdeki numune 50 ml falkon tiibiinde 9000g’de santrifiij edilmistir. Siipernatant
dokiiliip, pelet 30 mL PBS (Phosphate Buffer Saline) ¢ozeltisinde vorteks kullanilarak
siispanse edilmistir. Kullanilan PBS ¢6zeltisi Tablo 3.3’de verilmistir. Bu adim yikama
adimidir. Pelet siispanse edildikten sonra 9000g’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant dokiilmiis hacim PBS ile 25 mL’ye tamamlanmistir. 25 mL’ye tamamlanan
numune ultra-turrax kullanilarak homojenize edilmistir. Ultra-turrax hiz1 1. seviyede
tutulmus homojenizasyon siiresi 4 dakika se¢ilmistir. Homojenizasyon sonrasi numune
icinde 35 gram yikanmis, filtre edilmis kurutulmus kuvvetli asidik sodyum formu
katyon degistirici recine (Sigma-Aldrich - 91973) bulunan 250 mL hacmindeki erlene
aktarilmistir. Ultra-turrax’in mili lizerinde kalan biyokiitlede toplanarak erlene

aktarilmistir. Erlendeki son hacim PBS ile 100 mL’ye tamamlanmis ve karanlikta
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tutmak amaciyla erlen aliiminyum folyo ile kaplanarak magnetik karigtirici lizerine
yerlestirilmis ekstraksiyon baslatilmistir. Ekstraksiyon siiresi 4 saattir. Manyetik
karigtirict 750 rpm’e ayarlanmistir. 4 saat siiresince buz miktar1 kontrol edilmis ve
eridik¢e takviye yapilmistir. 4 saat sonunda erlen muhtevas1 50 mL hacminde falkonlara
aktarilmig 1 dakika 9000g’de santrifiij edilmistir. Bu santrifiij re¢inenin uzaklastiriimasi
icindir. Toplanan siipernatant kalan biyokiitleyi ayirmak icin 9000g’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Bu santrifiij sonrast protein ve polisakkarid analizleri i¢in gerekli
miktarda silipernatant toplanmis; O6rnekler protein ve karbonhidrat analizine kadar -
20°C’de saklanmustir. EPS ekstraksiyonu Istanbul Universitesi Cevre Miihendisligi

Boliimii Laboratuvari’nda yapilmistir.

Tablo 3.3 PBS ¢ozeltisi

Bilesen * Konsantrasyon (g/L)
Na;P0,.12H,0 0,328
NaH,PO,.H,0O 0,552
NaCl 0,526
KCl1 0,0746

*Bilesenler 1 L destile suda ¢oziinmiistiir, pH 7’ye ayarlanmustir.

3.3.4. Protein Analizi

EPS’in protein miktar1 “BSA Protein Assay Kit” (Pierce, 23227) kullanilarak

Olciilmiistiir. Kite ait bilesenler Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4 “BSA Protein Assay Kit”in bilesenleri ve igerikleri

Kit bilesenleri Icerikleri
BSA Belirteci A Sodyum karbonat
Sodyum bikarbonat

Bisinkroninik asit

Sodyum tartarat

(0.1 M Sodyum hidroksit i¢inde hazirlanir)
BSA Belirteci B %4 Bakir siilfat

Albumin standardi 2 mg/ml Bovin Serum Albumin (BSA)
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Oncelikle kit bilesenlerinden “BSA Belirteci A” ve “BSA Belirteci B”, 50:1 oranlarinda
karistirllarak Calisma Belirteci (“Working Reagent™) olusturulmustur. Standart olarak,
final konsantrasyonu 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pug/ml ve 2000 pg/ml
olacak sekilde hazirlanan albumin standardi kullanilmistir. Kit icinde bulunan
mikroplate prosediiriine uygun olarak, 6rnek ve standartlardan 25’er ul alinip, lizerine
200’er pl Calisma Belirteci eklenmistir. Daha sonra plate 37°C’ta, 30 dakika inkiibe
edilmistir. Plate’in sicakligi, oda sicakligina ulastiginda 562 nm’de kore karsi absorbans
Olctimii yapilmistir. Standartlarin konsantrasyonlari ile absorbans degerleri kullanilarak
standart grafik hazirlanmistir. Orneklerin protein konsantrasyonu bu grafikle elde edilen
dogru denklemi yardimiyla hesaplanmistir. Her numunede {i¢ kere protein analizi
yapilmis ve degerler mg BSA/mg UAKM birimiyle ifade edilmistir. Protein analizi
Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvari’nda

yapilmistir.

3.3.5. Elektroforetik Analizler

3.3.5.1. Denatiire Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Proteinlerin denatiire jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile ayristirllmasinda Walker (2002)
tarafindan Onerilen yontem kullanilmustir. islem sirasinda kullamlan c¢ozeltiler Tablo
3.5’te, jellerin hazirlanmasi sirasinda kullanilan ¢ozelti oranlar1 ve islem sirasi1 Tablo
3.6’te verilmistir. Once jelin 1. kismi (ayirma jeli) dokiilmiis ve hava ile temasi
engellemek iizere jel ylizeyi 1 ml distile su ile kapatilmigtir. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra (yaklagik 1 saat) yiizeydeki su uzaklastirilmis ve jelin 2. kismi
(yiikleme jeli) dokiiliip tarak yerlestirilmistir. Polimerizasyon sonunda (yaklasik 30
dakika) jel kaseti elektroforez aletine (Mini-PROTEAN 3 Cell, BIO-RAD)
yerlestirilmis ve ornekler 1:1 oraninda 6rnek yilikleme tamponu ile karistirilip 5 dakika
kaynatildiktan sonra, her bir cepte 10 ug protein olacak sekilde uygulanmistir (Ausubel,
1989; Bloom 1987; Walker 2002).
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Tablo 3.5 SDS-PAGE i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

Cozeltiler Bilesenleri
Akrilamid.........ccceveeennn 30g

Stok akrilamid ¢ozeltisi BiS. .o 08¢g
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi

1.875 M Tris-HCI tamponu (pH 8.8) Trizma-Baz.........cccceoeenee. 4543 ¢

3 N HCl ile pH 8.8’e ayarland1
Distile su ile 200 ml’ye tamamland1

0.6 M Tris-HCI tamponu (pH 6.8) Trizma-Baz........ccccceceec. 1454 ¢
3 N HCl ile pH 6.8’ ayarlandi
Distile su ile 200 ml’ye tamamland1

%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) SDS .ot 10g
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi
%10 Amonyum persiilfat (APS) APS. ., 0.1g
(polimerizasyon baslatici, taze hazirlanir) Distile su ile 1 ml’ye tamamlandi
1 x Yiiriitme tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin, %0.1 TTiS e 303 g
SDS, pH 8.3) GliSIN.ceeveeeireeeieeieee 144 ¢
SDS..oiiieirererecreens lg
Distile suile 1 litreye tamamlandi
Ornek yiikleme tamponu 0.6 M Tris-HCI (pH 6.8)........... 5ml
SDS. . 05¢g
Sukroz.......coooiiiiiiiiii S5¢g
B-Merkaptoetanol.................. 0.25 ml

Bromofenol mavisi (% 0.5 stok).5 ml
Distile su ile 50 ml’ye tamamlandi

Tablo 3.6 SDS-PAGE'de kullanilan jelin hazirlanmasi

Soliisyonlar Ayirma jeli Yiikleme Jeli
(%10 Akrilamid) (% 5 Akrilamid)

Stok akrilamid soliisyonu 13.3 ml 1.35 ml
1.875 M Tris-HCI tamponu (pH 8.8) 8.0 ml -

0.6 M Tris-HCI1 tamponu (pH 6.8) - 1.0 ml
%10 SDS 0.4 ml 0.1 ml

Su 18.1 ml 7.5 ml
%10 Amonyum persiilfat (APS) 0.2 ml 0.05 ml

Karigimin havasi alind1

TEMED 14 pl 14 pl

Jel kasetine dokuldi

Elektroforez islemi sabit voltajda (200 V) gerceklestirilmistir. Bromfenol mavisine ait

bant jelin alt kenarma ulasana dek (~40 dakika) ayirim siirdiiriilmiistiir. Islem sonunda

akim kesilerek jel kaset arasindan ¢ikarilmis ve bantlar Coomassie ya da glimiis nitrat

boyama ydntemlerine gdre boyanarak goriiniir hale getirilmistir. Olciimler Istanbul

Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Laboratuvari’nda yapilmistir.
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3.3.6. Boyama Yontemleri

Elektroforez sonunda jelde ayrilmis proteinler iki farkli boyama yontemi ile goriintir
hale getirilmistir.

3.3.6.1. Coomassie Boyama

Bu yontemde boyama islemi hassasiyeti 0.3-1 pg protein/bant olan Asubell (1989)’e
gore gerceklestirilmistir. Jel, alkole ve aside dayanikli plastik bir kapta boyama ¢ozeltisi
[50:10:40 hacim oranlarindaki MeOH:AcOH (Asetik asit):H,O karisimi iginde
hazirlanmis, % 0.05 (w/v) Coomassie parlak mavisi (“Coomassie brilliant blue" R-250)]
icinde 2 saat, 37°C’da c¢alkalanmigtir. Daha sonra fazla boyayr uzaklastirma
(“destaining™) ¢oOzeltisi [5:7:88 hacim oranlarinda hazirlanmis MeOH:AcOH:H,O
karigimi] i¢inde 12 saat siireyle, 50 devir/dakika hizda g¢alkalayarak bekletilmistir. Bu
¢ozelti jelin alt zemini boyadan tamamen armincaya kadar, sik sik degistirilerek yikama

islemi tekrarlanmistir. Jelde olusan bantlar densitometrede (GS-800) analiz edilmistir.

3.3.6.2. Hizl1 Giimiis Boyama

Elektroforez sonunda jelde ayrilmis proteinler, duyarlilik sinirlar yiiksek, glimiis
boyama yontemi ile goriiniir hale getirilmistir (Bloom ve dig, 1987). Bu boyama

yonteminde kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.7'de verilmistir.

Tablo 3.7 Hizli giimiis boyama yontemi igin gerekli ¢ozeltiler

Cozeltiler Bilegenleri
A. Formaldehit fiksatif ¢ozeltisi %37 Formaldehit........ 0.5 ml
%40 (v/v) MeOH ile 1 litreye tamamlandi
B. 0.2 g/l Sodyum tiyosiilfat (Na,S,0;) NaySr03 i, 02¢g
Distile su ile 1 litreye tamamlandi
C. %0.1 Glimiis nitrat (AgNO53) AENO;s..ccviciieieene lg
Distile su ile 1 litreye tamamland1
D. Goriintii olusturma ¢ozeltisi NaryCOs.vveevieeieeies 30g
B ¢ozeltisi .................. 20 ml
Distile su ile 1 litreye tamamland1
E. 2.3 M Sitrik asit Sitrik asit......c.cceeueeeeene. 2.1g

Distile su ile 50 ml’ye tamamland1

Hizli giimiis boyama yonteminde jel sert plastik bir kap icerisinde 200 ml A ¢ozeltisi
icinde 20 dakika ¢alkalanmistir. Fiksatif dokiiliip 2 kez 10’ar dakika distile su ile hafif
calkalanarak yikandiktan sonra 200 ml B ¢o6zeltisinde 1-2 dakika bekletilmistir. B
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cozeltisi uzaklastirildiktan sonra 2 kez 40’ar saniye distile su ile yikanmistir. Daha
sonra 200 ml C ¢ozeltisi i¢inde 20 dakika ¢alkanmis ve C ¢ozeltisi uzaklastirilarak 200
ml D c¢ozeltisi i¢inde, jelde kahverengi bantlar olusuncaya kadar (yaklasik 4 dakika)
calkalamaya devam edilmistir. Son olarak jelin bulundugu kaba 10 ml E ¢ozeltisi
eklenerek pH notrallestirilmis ve reaksiyon durdurulmustur. Bant olusumu

tamamlandiktan sonra jelin fotografi ¢ekilmistir.

3.3.7. Karbonhidrat Analizi

Karbonhidrat konsantrasyonu Dubois vd. (1956) tarafindan gelistirilen fenol-siilfirik asit

yontemiyle tayin edilmistir. Standard olarak alginat kullanilmistir.

Analizde gerekli reaktifler %80 (w/w) fenol c¢ozeltisi ve derisik siilfirik asittir. %80
(w/w) fenol ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 80 g fenol tartilir tizerinde 20 mL destile su ilave
edilir. Fenol kanserojen bir madde oldugundan bu c¢ozelti hazirlanirken ceker ocak
altinda calisilmalidir. Fenol ¢ozeltisinin hazirlandig1 sise ya da cam malzeme 1siktan
korunmali, bu nedenle etrafi aliiminyum folyo ile sarilmalidir. C6zeltinin ¢dziinmesi 3-4
saat aldigindan bir giin dnceden hazirlanmasi tavsiye edilir. Standard egri hazirlanirken

kullanilan stok ¢ozeltinin hazirlanisi ve yapilan seyreltmeler Ek-4’te verilmistir.

Karbonhidrat konsantrasyonu tayin edilecek EPS 6rneginden 2 mL alinarak test tiibline
aktarilmistir. Tiipe 50 uL %80 (w/w) fenol ¢ozeltisi ve 5 mL derisik siilfirik asit ilave
edilmistir. Numune 10 dakika oda sicaklifinda bekletilmis ve ardindan vorteks ile
karistirilarak 30°C inkiibatorde 15 dakika bekletilmistir. Olusan sari-turuncu rengin
absorbanst 480 nm’de spektrofotometre ile Ol¢iilmiistiir. Numunenin karbonhidrat
miktarimin  hesaplanmas1 6nceden hazirlanmis standard kalibrasyon egrisiyle
saglanmigtir. Tiim O6rneklerde karbonhidrat Slgiimleri 3 kere tekrarlanmis ve ortalama
degerler hesaplanmigtir. Karbonhidrat analizi Istanbul Universitesi Cevre Miihendisligi

Boliimii Laboratuvari’nda yapilmistir.
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3.3.8. Partikiil Boyutu Ol¢iimii

Partikiillerin boyut dagilimini incelemek i¢in Malvern Master Sizer 2000 Lazer Kirinim
cihaz1 kullanilmigtir. Cihaz 0,2-2000 um arasindaki taneleri 6l¢ebilmektedir. Master
Sizer partikiil boyutunu 6lgmek i¢in Mie kuramini kullanmaktadir. Mie kuraminda
biitiin tanelerin seffaf ve kiire seklinde oldugu ve tanelerle i¢inde bulunduklar1 ortamin

saptirma indisleri arasindaki farkin kiiciik oldugu kabul edilmektedir (Ozer, 2007).

Reaktorden aerobik faz sonunda alinan numune herhangi bir 6n islem uygulanmaksizin
cihazin érnek hazirlama iinitesine ilave edilmistir. Ornek hazirlama iinitesinde yaklasik
1 L musluk suyu bulunmaktadir. Cihazda 6lciilen bulaniklik degeri yaklasik %15 olacak
sekilde numune ilave edilmistir. Ornek hazirlama iinitesinde bulunan mekanik karistirict
500 rpm’e, santrifiijlii pompa ise 1000 rpm’e ayarlanmistir. Analiz siiresince 6rnek
hazirlama {initesine ultrasonik enerji uygulanmamistir. Partikiil boyutu oOl¢limleri
Istanbul Teknik Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Béliimii Partikiil ve

Seramik Malzemeler Karakterizasyon Laboratuvari’nda yapilmstir.

3.3.9. PCA Yontemi ile Kimyasal Olarak Cokelen Fosfatin Belirlenmesi

de Haas vd. (2000) tarafindan onerilen bu yontemde, numune once santrifiij edilir ve
supernatant bagka bir tiibe aktarilir. Pelet 10 mL NaCl ile yikanarak tekrar santrifiij
edilir ve siipernatan bir onceki siipernatant {izerine eklenir, tiip SUP olarak etiketlenir.
Kalan biyokiitle 3 kez soguk perklorik asit ile yikanir. Her bir yikama sonras1 1000g’de
5 dakika santifiij edilir. Her santrifiij sonrasi silipernatant bir tiipte toplanir ve PCA
olarak etiketlenir. SUP ve PCA’in 10 mL’si 0,45 um filtreden siiziiliir. Siiziintiide PO4-
P, siliziilmemis numunelerde toplam fosfor analizi yapilir. Kalan biyokiitle baslangi¢
hacmine distile su ile tamamlanir, RES olarak etiketlenir. RES’de ve reaktérden alinan
numunede toplam fosfor Ol¢iiliir. Hiicre yapisi parcalanmadan kimyasal olarak bagl
fosfat PCA i¢inde ¢oziindiigiinden, PCA siiziintiisiindeki PO4-P kimyasal bagli fosfor
miktarin1 verir. PCA yontemi ile kimyasal olarak ¢okelen fosfatin belirlenmesi analizi
Istanbul Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii Laboratuvari'nda yapilmistir.

Sonuglar ham numunede 6l¢iilen toplam fosforun %’si olarak verilir.
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3.3.10. Uhlmann Prodediirii Ile Kimyasal Bagh Fosfor Tiirlerinin Belirlenmesi

Uhlmann vd. (1990) tarafindan onerilen prosediire goére, numune santrifiij edilir ve
siipernatant baska bir tiibe aktarilir. Pelet 25 mL distile su ile tamamlanir, homojenize
edilir ve santrifiijlenir. Stipernatant 0.45um membran filtreden siiziilerek ¢6ziinmiis ve
toplam fosfor analizleri yapilir. Pelet, 25 mL 0.11M NaHCO; ve 0.11M Na,S,;04
karigimi ilave edilerek 30 dak. 40°C’de ¢alkalayici etiivde ekstrakte edilir. Santrifiij ve
siizme isleminden sonra ¢dziinmiis ve toplam fosfor analizleri yapilir. Ugiincii adimda,
pelet 25 mL 1 M NaOH ile 25°C’de 20 saat calkalayici etiivde eksrakte edilir, santrifiij
ve siizmeden sonra ¢éziinmiis ve toplam fosfor analizi yapilir. Son adimda, 0.5M HCL
ile 25°C’de 20 saat calkalayici etiivde ekstrakte edilir, santrifiij ve siizmeden sonra
¢coziinmiis ve toplam fosfor analizi yapilir. Son olarak kalan pelet ilk hacmine
tamamlanarak toplam fosfor analizi yapilir. Uhlmann prodediirii ile kimyasal bagh
fosfor tiirlerinin belirlenmesi Istanbul Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii
Laboratuvari’nda yapilmistir. Sonuclar ham numunede Olgiilen toplam fosforun %’si

olarak verilir.

3.3.11. Metal Analizi Numune Hazirhk

0,25 g kurutulmus camur elde edecek kadar numune reaktdrden alinir ve bir falkon tiipte
numune toplanir. 5 dakika 3500 rpm’de santrifiijler yapilir. Siipernatant atildiktan sonra
numune 103°C’de 24 saat kurutulur. Kurutulmus camurdan 0,25 g tartilir ve
mikrodalganin teflon kaplarmma eklenir. Mikrodalgada (CEM, Mars Express)
pargalanmay1 saglamak i¢in 5 ml nitrik asit (65 % w/v) ve 5 ml HF (40 % w/v) teflon
kaplara eklenir. Camur icermeyen yalnizca HNO3 ve HF igeren sahit ile spektrometrede
okumalar yiiritilmelidir. (Bu sekilde HNO;, HF ve destile su gelen kirlilik ihmal
edilebilir). Kaplar mikrodalgaya yerlestirilir (kaplarin karsilikli esit agirlikta olmasi
gerekmektedir) ve program baslatilir. Mikrodalga programi Tablo 3.8’de verilmistir.
Elde edilen numune 50 ml destile su ile tamamlanir. Numune 0,45 pm por g¢apl
millipore siringa ucu filtreden gegcirilir. Gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra dl¢iim

yapilir.

Elde edilen numune 50 ml destile su ile tamamlanir. Numune 0,45 pum por g¢aph

millipore siringa ucu filtreden gegcirilir. Gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra dl¢iim
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yapilir. Metal analizinde numune hazirlik ve mikrodalgada parcalama islemleri Istanbul
Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii Laboratuvari’nda, konsantrasyon tayini ise

Ileri Analizler Laboratuvari’nda ICP kullanilarak yapilmistir.

Tablo 3.8 Mikrodalga parcalama programi

Mikrodalga Programi
Program Zaman (dk) Sicaklik (°C) Gii¢ (W)
Asama 1 40 200 800
Asama 2 25 100 400
Asama 3 1 20 400

3.3.12 Real-time PCR ile Tiir Tayini

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) niikleik asitin ¢ogaltilmas: amaciyla kullanilan bir
yontemdir. PCR ile ¢ok az miktardaki niikleik asidin hiicre disinda birkag saat gibi kisa
bir siirede cogaltilmasi saglanmaktadir. PCR sirasinda primer spesifik hedef dizileri
kullanilarak niikleik asitin sadece istenilen bolgeleri kopyalanabilmektedir. Boylece tiire
0zgl primerler kullanilarak numunenin igersindeki sadece o tiire ait DNA pargalari
cogaltilabilmektedir. Mikroorganizmalarin standart PCR yontemiyle yapilan tanilariyla,
kesin sonuglar elde edilebilir olmasina ragmen, gerek PCR programinin uzun siirede
gerceklesmesi gerekse islem bitiminde orneklerin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve ethidium
bromiirle boyanip UV altinda goriintiilenmesi problemler yaratmaktadir. Diger klasik
testlere gore daha kisa silirede kesin sonuglar elde edilebilen gelismis PCR yontemi,
real-time PCR, DNA amplifikasyon sonuglarmmin gercek zamanli olarak monitdrden
izlenebilmesini saglamaktadir. Ayrica deney sirasinda DNA ¢ogalirken olusabilecek bir
kontaminasyon veya deneyin basarisizlig1 halinde uzun siire beklemek yerine program
hemen durdurulabilmektedir. Bu sayede basarisiz deneyler igin gereksiz zaman
kaybindan tasarruf edilir Hedef tiirlerin toplam mikroorganizmalar icerisindeki
yiizdesini tespit etmek amaciyla tiim bakterilere 6zgli 16S rRNA gen miktar
hesaplanip, hedef tiirlin gen oranlart karsilastirilmaktadir. Gen miktarini tespit

edebilmek i¢in gerekli standart miktar1 bilinen DNA 6rnekleri daha 6nceden elde edilen
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klonlama numunelerinden elde edilmistir. Real-time PCR ile tiir tayini Marmara

Universitesi Biyomiihendislik Boliimii Mikrobiyal Ekoloji Laboratuvari’nda yapilmustir.

3.3.12.1 Niikleik Asit Ekstraksiyonu

DNA izolasyonunda, numuneler 10 dakika 14000 devir/dakikada santrifiij edilerek
konsantre hale getirildikten sonra FASTPREP-24 aleti ile seramik boncuklar
kullanilarak 20 sn siireyle 4 m/s hizla mekanik olarak dagitilmistir. Mekanik
parg¢alamadan sonra ortaya ¢ikan DNA, FastDNA SPIN Kit (Q-BIOgene) prosediiriine
uygun olarak saflagtirilmistir. Ekstre edilen DNA miktarinin tespiti Quant-iT™

PicoGreen dsDNA Reagent Kit (Molekiiler Problar) kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.3.12.2 Real-time PCR

Real-time PCR deneyinin prosediirii Roche tarafindan saglanan standart kitlere gore
yapilmistir. Kapilar tiiplere konan 20ul PCR soliisyonu ve PCR (Lightcycler, Roche)
sartlar1 proje kapsaminda tespit edilmistir. Tiiplere konan 20ul PCR soliisyonu; 2 ul
DNA, 2 pl mastermix, 2 ul MgCl, 0.25’er ul forward ve reverse primerleri, ve 13.5 pl
saf sudan (dH,O) olugmaktadir. PCR karisimi i¢ine en son orneklerin ilavesinden sonra
termal cyclerde 40 dongiiliikk (5 sn 95°C, 20 sn 57°C, 45 sn 72°C) PCR yapilmistir.
Real-time PCR deneyinde kullanilan primerlerin listesi Tablo 3.9°da verilmistir. SYBR-
Green I boyasi kullanilarak gerceklesen amplifikasyonu takiben, erime egrisi, sicakligin
65°C’den 95°C’ye kadar kademeli olarak 0.1 °C/saniye artirilmasiyla elde edilmistir.
Deneyin her bir asamasi bilgisayar yoluyla takip edilmis ve elde edilen veriler
LightCycler Software 4 programi ile analiz edilmistir. Deneyin biitiin kademeleri
yaklagik 1,5 saat gibi ¢ok kisa bir zamanda gerceklestirilmistir. Bu siirenin yaklasik bir

saati PCR ve erime egrisinin ¢ikartildigi deney stiresidir.

Tablo 3.9. Real-time PCR deneylerinde kullanilan primerler.

Hedef gen/tiir Primer Niikleotit Dizisi (5'-3") Kaynaklar
16S rRNA/ 341f CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer, 1993
Tim bakteriler 907r CCGTCAATTCCTTTRAGTTT Muyzer, 1995
amoA/ amoA-1F GGGGTTTCTACTGGTGGT Rotthauwe,

Amonyak oksitleyen amoA-2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 1997
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bakteriler Rotthauwe,
1997

16S rRNA/ FGPS872 TTTTTTGAGATTTGCTAG Degrange, 1995

Nitrobacter tiirleri FGPS 1269 CTAAAACTCAAAGGAATTGA Degrange, 1995

16S rRNA/ NSR 1113F  CCTGCTTTCAGTTGCTACCG Dionisi, 2002

Nitrospira tiirleri NSR 1264R  GTTTGCAGCGCTTTGTACCG Dionisi, 2002

16S rRNA/ 518f CCAGCAGCCGCGGTAAT He, 2007

Accumulibacter PAO-846r GTTAGCTACGGCACTAAAAGG He, 2007

16S rRNA/ HGC236F GCGGCCTATCAGCTTGTT Warnecke, 2004

Actinobacteria HGC664R AGGAATTCCAGTCTCCCC Warnecke, 2004

16S rRNA/ CGTAGGCGGCTCTTTAAGTCRGA

Eikelboom type 021N 21Nf T Vervaeren, 2005
21Nr CCGACGGCTAGTTGACATCGTTT  Vervaeren, 2005

A
16S rRNA/ Par-0828 GGTGTGGGGAGAACTCAACTC Kaetzke, 2005
Microthrix parvicella Par-1018 GACCCCGAAGGACACCG Kaetzke, 2005
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4. BULGULAR

4.1. Fe*’nin AEROBIK GRANUL CAMUR OLUSUMUNA ETKISi

Literatiirde, mikrobiyal biyokiitlenin birbirine tutunmasindaki 6nemli roliinden 6tiirii +2
degerlikli metal iyonlarinm (Ca>", Mg®" ve Fe*") graniilasyon prosesini hizlandirdig
rapor edilmistir. Aerobik graniil camurda, Ca*" ve Mg®" iyonlarinin graniilasyon iizerine
etkisi konusunda yapilmis calismalar bulunmasina ragmen (Yu vd., 2001; Jiang vd.,
2003; Ren vd., 2008; Li vd., 2009); Fe*" ile yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bununla beraber, Fe™’nin anaerobik graniilasyon prosesine etkisi uzun yillardir

bilinmektedir (Yu vd. 2000).

4.1.1. Isletmeye Alma ve Graniilasyon

Pagakdy Ileri Biyolojik Atiksu Aritma Tesis’i camur geri devir hattindan alinan asi
camuru 35 giin siireyle sentetik atiksuya aklime edilmistir. Aklimasyon siiresi, ¢camur
¢okelme 6zelliginin bozulmasi nedeniyle uzamistir. KOI giderimi %95, NH,-N giderimi
>%95, PO4-P giderimi >%95, CHi=120mL/g, AKM=5100 mg/L olan aklime olmus
camur, iki reaktdre boliinerek calismalar baslatilmistir. Fe™ nin aerobik graniilasyona
etkisini incelemek {izere, birincisi demir icermeyen atiksu ile beslenen kontrol reaktorii
(R1) ve ikincisi 10 mgFe*"/L demir iceren atiksu ile beslenen reaktdr (R2) isletmeye
alimmustir. Graniilasyon stratejisi olarak kisa ¢oktlirme siiresi secilmistir. Bu ¢alismada,
biyolojik azot ve fosfor giderimi amaglanmadig i¢in, kisa ¢oktiirme siiresinin en uygun
ve hizli strateji oldugu diisiintilmiistiir (Magden, 2009). Calismanin baslangicinda her
iki reaktordeki biyokiitle konsantrasyonu 4000 mgAKM/L olarak ol¢iilmistiir.
Aklimasyon siiresince 20 dk olan ¢oktlirme siiresi, graniilasyon siirecinde baslangicta
10dk, 1. giin 5.dk, 2.giin 3 dk olarak secilmistir. 3 dk’lik ¢okelme siiresi graniilasyon
icin yeterli seleksiyon baskisi olusturmadigindan, 8.giinde c¢oktiirme stiresi 2 dk’ya
ayarlanmig ve ¢alismanin sonuna kadar 2 dk’da calistinnllmistir. Sekil 4.1 (a) ve (b)’de
R1 ve R2’de calisma boyunca 6l¢iilen, reaktdrlerin icinde ve reaktdrlerden atilan ¢ikis
suyundaki AKM ve UAKM konsantrasyonlari ile buna karsilik gelen CHI, CHis/CHis
orani ve graniil boyutu verilmistir. Kisa c¢oktlirme siiresi stratejisinde, ¢oktiirme

stiresinin azaltilmasi ile yavas ¢okelen floklarin sistemden uzaklastirilmast boylece hizli
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¢oken biyokiitle-floklarin bir araya gelerek graniil camur olugturmasi amaglanmaktadir.
Sekil 4.1 (a) ve (b)’de goriildiigii gibi, isletmeye almanin ilk ii¢ glinlinde reaktorlerdeki
camurun biiyiik bir kismi yikanmis olmasina ragmen; reaktor i¢cinde kalan ¢amurun
¢okelme ozelliginin iyi olmas1 (CHI= 50-60 mL/g) nedeniyle, graniil camur olusumu
icin yeterli seleksiyon baskisi saglanamamustir. 8. giinde ¢oktiirme siiresinin 2 dk’ya
indirilmesi sonucu, bir hafta i¢inde reaktorlerdeki AKM konsantrasyonu 100mg/L
civarina diismiistiir. Ilk graniil yapilar1 her iki reaktorde de 12. giinden itibaren
gbzlenmis, ancak R2’deki graniillerin daha kompakt ve daha yogun oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.2). Isletmeye alma doneminde her iki reaktdrdeki boyut dagilimi farklilig
oldukca carpicidir. 13. gilinde yapilan boyut dagilimi analizinde, R1’deki ortalama ve
d(90) boyutu 150 ve 350pum; R2’de 375 ve 765 um olarak oOl¢iilmiistir. Her iki
reaktorde de ilk graniiller 12. gilinden itibaren gdzlemlenmesine ragmen, graniillerin

gelisimi birbirinden farkliliklar géstermistir.
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Sekil 4.1 (a) R1 ve (b) R2’de ¢aligma boyunca Sl¢iilen reaktdrlerin iginde ve reaktdrlerden

atilan cikis suyundaki AKM ve UAKM konsantrasyonlari ile buna karsilik gelen CHI ve

CHIs/CHIs, degerleri ve graniil boyutu
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R1 (13. giin) R2 (13. giin)

Sekil 4.2 Calismanin 13.giiniinde R1 ve R2’deki graniillerin goriiniimii (6l¢gek=1mm)

R1’de calisma siiresince, sistemde olusan graniiller biiyilk bir boyuta ulasmasina
ragmen, graniillerin etrafinda olusan yogun filament tabakasindan dolayr camurun CHI
degeri uzun bir siire kararli hale gelememistir. 60.giinden sonra, CHI degeri kademeli
olarak azalmis, CHIs/CHIzy oran1 1.1-1 degerine ulagmistir. Graniil boyutu d(0.9)
12904221 um elde edilmistir (60-113. giinler). Ancak olusan graniiller par¢alandigindan,
graniil boyutu siirekli salinim gostermistir. Graniillerin pargalanarak sistemden
yikanmasi nedeniyle, reaktor icindeki AKM konsantrasyonu azalarak 250 mg/L
degerine kadar diismistiir. 186. giinden itibaren AKM konsantrasyonu tekrar artmaya
baslamis, CHI ve CHIs/CHIiso oran1 kademeli olarak istenen degerlere ulasmustir. 195.
giinden itibaren Fe’in graniil yapisi lizerine etkisini gormek amaciyla, atiksu i¢inde 1
mgFe”"/L olacak sekilde FeSO,.7H,O ilavesi yapilmistir. Bu tarihten itibaren, Fe*™
ilavesinin etkisi ve dongii siliresinin 6 saatten 4 saate indirilmesi ile AKM

konsantrasyonu hizla artmistir.

Fe** eklenen reaktor, R2’de 20. giinden itibaren graniil boyutu hizla biiyiiyerek; stabil
graniillerin gozlendigi donem siiresince (50-140.giinler) d(0.9) 1390+50um’ye
ulagsmistir. Graniil boyutunda standart sapmanin bu kadar kii¢ciik olmasi bu donem
icinde graniillerin stabil oldugunun gostergesidir. Askida katt madde konsantrasyonu bu
dénemde kademeli olarak artmis, ve CHI ve CHIs/CHIs oran1 oldukca stabil kalmustir.
Cikis AKM konsantasyonun ylikselmesi ile reaktor AKM konsantrasyonunda hizli bir
diisiis gozlenmis, bozulmanin gézlendigi donem icinden 187. giinde 510 mg/L. degerine
kadar diismiistiir. 161. glinde reaktorde aerobik periyot sonunda pH 5,8 Olclilmiistiir.

Granil stabilitesinin bozuldugu 161-190. giinler arasinda reaktér pH’si 0.1 N NaOH ile
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6,5-8,5 arasinda kontrol edilmistir. R2’de pH’nin stabil graniil siirecine donmesi ile pH
kontroliine son verilmigtir. 190. giinden itibaren AKM konsantrasyonu hizla artmistir.
Her iki reaktérde de dongii siiresinin 4 saate indirilmesi ile AKM konsantrasyonundaki
artis hiz1 artmistir. Calismanin sonunda AKM konsantrasyonu R1°de 8830 mg/L, R2’de
9010 mg/L’ye ulasmistir. Graniil boyutu da benzer sekilde artarak, her iki reaktorde de
d(0.9)=1800um, ortalama boyut 800 pum’ye ulagmistir. Graniilasyonda onemli bir
gosterge olan d(0.1) boyutu da bu donemde artarak 400-500 um degerine ulagsmistir.

4.1.2. Aerobik Graniillerin Morfolojik Ozelliklerinin Incelenmesi

Aklime edilen ¢amur iki reaktére boliinmeden 6nce alinan 151k mikroskobu goriintiileri
floklarin kompakt oldugunu, daginik yapilarin ¢ok fazla bulunmadigini ancak flok
boyutlarinin kiigiik oldugunu gostermektedir (do =103 um). Floklar etrafinda filamentli
organizmalar gdzlenmemistir (Sekil 4.3). Aklimasyon siiresince reaktor Fe™
konsantrasyonu 1 mg/L olan atiksu ile beslenmistir (sentetik evsel atiksu karakterinde).
Aklime edilen ¢amurda yogun sesil siliat (Epistylis sp.) gozlenmistir. Sentetik atiksuyun
¢Ozlinmeyen nisasta icermesi bu tilirlerin sayisinin artmasina olanak tanimistir. Yapilan
bir ¢alisma atiksu kompozisyonunda ¢dziinmeyen nisastanin bulunmasinin protozoa
sayisini arttirdigini, nisastanin bir kisminin graniil yiizeyindeki protozoa ile giderildigini

yapilan boyamalar ile kanitlamistir (de Kreuk vd., 2010).

Sekil 4.3 As1 camurunun 151k mikroskobu goriintiisti (40x)

Her iki reaktdrde de ¢amurun ¢okelme 6zelligi iyi oldugundan ¢oktiirme siiresinin 2.

giin 3 dakikaya disiirilmesi AKM konsantrasyonlarinda ani bir diisiise sebep
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olmamistir. Secilen ¢oktiirme siiresi Sekil 4.4’de de goriildiigii gibi yavas c¢oken

floklarin reaktorlerden tamamen yikanmasi i¢in yeterli olmamustir.

a(R1)
Sekil 4.4 Isik mikroskobu goriintiisii (2. giin, 40x)

Coktiirme siiresinin 2 dakikaya ayarlandigi 8. giin alinan goriintiilerde flok
morfolojisinde heniiz bir degisim olmadig1 gozlenmektedir (Sekil 4.5). 8. giin ayrintili
incelemelerde (100x) R1’de ¢ok hiicreli canlilardan rotifere ve floklar etrafinda cok
sayida sesil siliata rastlanmistir (Sekil 4.6 (a), (b), (c)). R2°de ise ¢ok hiicreli canlilardan

rotifer ve nematoda, R1’e kiyasla floklar etrafinda daha az sayida siliata rastlanmistir

(Sekil 4.6 (d), (e), ().

a (R1)

Sekil 4.5 Isik mikroskobu goriintiisii (8. giin, 40x)
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a (R1) b (R1) ¢ (R1)

Sekil 4.6 Isik mikroskobu goriintiisii (8. giin, 100x)

d (R2) e (R2) f(R2)

Sekil 4.6 (devami) Isik mikroskobu goriintiisii (8. giin, 100x)

Coktiirme siiresi 2 dakika olarak secildikten sonra AKM konsantrasyonu her iki
reaktorde de olduk¢a diigmiistiir. 17. glin alinan goriintiler (AKMg;=127 mg/L,
AKMg,=335 mg/L) her iki reaktorde de AKM konsantrasyonun ani diisiisiiyle yavas
coken floklarin sistemden yikandigimi kompakt floklarin boyutlarinin biiyiidiigiini
gostermektedir (Sekil 4.7). R1°de kompakt floklar etrafinda gozlenen filamentli, parmak

seklinde digar1 uzanan yapilarin R2’de gézlenmedigine dikkat edilmelidir.
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a (R1) b (R2)

Sekil 4.7 Isik mikroskobu goriintiisii (17. giin, 40x)

20. giin alinan goriintiilerde R1’de olusan graniiller beyaz-agik sar1 renge sahipken
R2’de olusan graniiller sar1 renktedir (Sekil 4.8). R2’de AKM konsantrasyonu daha hizli
bir artis gostermektedir (AKMg;=95 mg/L, AKMg,=540 mg/L). R2’de graniil
olusumuyla birlikte ipliksi diizensiz yapilar da olusmustur (Sekil 4.8 (c)). Elektron
mikroskobuyla yapilan ayrintili incelemeler ve kimyasal analizler bu yapilarin graniil

yapistyla benzer oldugunu kanitlamistir.

b (R2) ¢ (R2)

Sekil 4.8 Graniillerin genel goriintiisii (20.giin)

Sekil 4.9 22. giin R1 ve R2’den alinan 151k mikroskobu goriintileridir. R1°de flok
etrafinda disar1 dogru uzanan ipliksi yapilar bulunurken R2’de olusan graniillerin etrafi
oldukca diizgiindiir. 22. giin R1’de graniil olusumu gozlenmesine ragmen AKM

konsantrasyonu oldukga diisiiktiir (AKMg ;=100 mg/L, AKMgr,=575 mg/L).
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¢ (R2) d (R2)

Sekil 4.9 Isik mikroskobu goriintiisii (22. giin, 40x)

48. giin alinan goriintiler (Sekil 4.10) R1’de olusan graniillerin boyutlarinin
biiyiidiigiinii ancak graniillerin filamentli bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Her
iki reaktdrde partikiiler KOI'yi temsil eden nisasta iceren atiksu ile beslenmistir ancak
R2’de beklenen filamentli yapr gozlenmemistir. 20. giin gdzlenen ipliksi diizensiz

yapilar olusan graniillerin rengini kazanmis, kompaktlasmistir ve sayica azalmistir.
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a(R1) b (R2)

Sekil 4.10 Graniillerin genel goriintiisii (48. giin)
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64. glin alinan goriintiiler (Sekil 4.11) R1°de olusan graniillerin stabil olmadigint ve
parcalandigin1  gostermektedir. R2’de ipliksi diizensiz yapilarin sayis1 oldukca
azalmistir. Graniil miktarinin artigina paralel, ipliksi yapilarin miktarindaki azalis bu

yapilarin graniil yapisini kazandigini isaret etmektedir.

a (R1) b (R2)

Sekil 4.11 Graniillerin genel goriintiisii (64. giin)

Sekil 4.12°de 80. giin 151k mikroskobuyla alinan goriintiiler verilmistir. R1’de filamentli
yapilar olusan graniiller arasinda uzanmakta ve graniilleri birbirine baglamaktadir.
Graniiller etrafindaki bu filamentli ¢ogalma camurun ¢okelme Ozelligini olumsuz
etkilememistir. Bu baglantinin substrat aligverisine ve graniillerin hizli ¢dkmesine
katkida bulundugu diisiiniilmektedir. R2’de ganiiller etrafinda gdzlenen filamentli

yapilar R1’e kiyasla oldukga kisadir.

a (R1) b (R1) ¢ (RI)
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e (R2)

Sekil 4.12 Isik mikroskobu goriintiisii (80. giin, 40x)

Sekil 4.13’te 85. giin alinan goriintiiler verilmistir. R1°de, bir onceki goriintiileme
sonrast gecen siire zarfinda AKM konsantrasyonu artmaya devam etmistir
(AKMg;=2225 mg/L). Boyutta 6nemli bir artis ve graniil morfolojisinde bir degisim
gbzlenmemistir. Ote yandan R2’de graniil boyutu artmis ipliksi yapilarin miktar1 5Snemli
Olciide azalmistir. R1 ve R2’de olusan graniillerin renklerindeki fark dikkat cekicidir.
Bu renk farki R2’de olusan graniillerin Fe** igermesindendir. R2’de olusan graniillerin
Fe*" akiimiile ettigi kimyasal analizler ile de kanitlanmustir. Sekil 4.13’te daha 6nce

olusan filamentli yapilarin graniile ge¢isi acik¢a goriilmektedir.

a(R1) b (R2)

Sekil 4.13 Graniillerin genel goriintiisii (85. giin)

Sekil 4.14°de 99. giin alinan goriintiiler verilmistir. R1 grantilleri diizgiin, dairesel bir
yapt kazanmistir. Bu donemde de AKM konsantrasyonundaki artis devam etmektedir
(AKMR;=1460 mg/L, AKMr>=3240 mg/L). 48. gin Rl’de ¢ap1 5 mm’ye yakin

graniiller gdzlenmistir ancak bu yapilar par¢alanmistir. Ote yandan R2’de graniil
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boyutundaki artis R1’e kiyasla yavas olsa da olusan yapilar stabildir. Ayn1 giin alinan
151k mikroskobu goriintiileri R1 graniillerinin yiizeyindeki filamentli ¢ogalmay1
gostermektedir. R2’de graniil yiizeyinde filamentli cogalmanin goriilmemesi demirin
filamentli ¢ogalmay1 baskilamasi ile iligkilendirilmistir (Sekil 4.15). 99.giin R2’de
rotifer patlamas1 goriilmiistiir (Sekil 4.15 (f)).

a (R1) b (R2)

Sekil 4.14 Graniillerin genel goriintiisii (99. giin)

b (R1)

d (R2) e (R2) f(R2)

Sekil 4.15 Isik mikroskobu goriintiisii (99. giin, a, b, c, d, e 40x, f 100x)
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111. giin R1 grantilleri 99. giine kiyasla daha dairesel ve diizgiin bir ylizey kazanmistir.
R2’de 111. giin ipliksi yapilar gozlenmemistir. R1’de AKM konsantrasyonunda artis
gozlenmemesine ragmen (AKMg;=1380) R2’de AKM 4215 mg/L’ye ulagmis, ipliksi

yapilar tamamen kaybolarak yassi graniil goriiniimiinii almistir (Sekil 4.16).

a (R1) b (R2)

Sekil 4.16 Graniillerin genel gortintiisii (111. giin)

148. giin alinan goriintiiler her iki de de graniil yapisinin bozuldugunu gostermektedir
(Sekil 4.17). 148. giin R1’de olgiilen AKM konsantrasyonu oldukga diisiiktiir (360
mg/L). R1’de graniil ylizeyindeki uzun, bir graniilden digerine uzanan filamentli yapilar
hala mevcuttur (Sekil 4.18 (a, b, ¢)). Isik mikroskobu goriintiileri R2’de graniil yapisinin
bozulmasiyla kompakt olmayan yapilarin sistemde bulundugunu gostermektedir (Sekil
4.18 (d, e, f)). Ancak bu donemde gerceklesen bozulma R2’de ¢amurun ¢okelme
ozelligini bozmamustir. CHIs/CHIz oran1 1°dir. Ote yandan R1’de bu oran 1 olmasina

ragmen CHI 138 mL/g 6lciilmiistiir.
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a (R1) b (R2)

Sekil 4.17 Graniillerin genel goriintiisii (148. giin)

a (R1)

e (R2)

Sekil 4.18 Isik mikroskobu goriintiisii (148. giin, 40x)

158. glin her iki reaktérden de alinan goriintiiler graniil yapisinda diizelmenin
olmadigini graniil ¢apinin kiiciildiigiinii, diizensiz yapida floklarin sayisinin arttigin

gostermektedir (Sekil 4.19, Sekil 4.20). Bu bozulma doneminde her iki reaktorde de
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AKM konsantrasyonunda diisiis kaydedilmistir. 157. giin R1 ve R2’de o6l¢iillen AKM
konsantrasyonlari sirasiyla 265 ve 2490 mg/L’dir.

a (R1) b (R2)

Sekil 4.19 Graniillerin genel gortintiisii (158. giin)

e (R2)

Sekil 4.20 Isik mikroskobu goriintiisii (158. giin, 40x)
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R2’de graniil yapisinin bozulmasinin akabinde isletmeye alma doneminde gozlenen
ancak graniil olusumuyla daha sonra gozlenmeyen ipliksi yapilar tekrar olusmustur

(192.glin) (Sekil 4.21 (b)). Sekil 4.22°’da bu doneme ait 151k mikroskobu goriintiileri

verilmistir.

a(R1) b (R1) ¢ (R1)

d (R2) e (R2) f(R2)

Sekil 4.22 Isik mikroskobu goriintiisii (192. giin, 40x)

Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’te 203. giine ait graniillerin genel goriintiileri ve 151k

mikroskobu goriintiileri verilmistir.



79

d (R2) e (R2) f(R2)

Sekil 4.24 Isik mikroskobu goriintiisii (203. giin, 40x)

isletmenin 195. giiniinde R1 Fe*" konsantrasyonu 1 mg/L olan atiksu ile beslenmeye
baglamustir. Atiksuya Fe®” ilavesinden 3 hafta sonra 217. giin alinan gorintiiler atiksu

kompozisyonundaki bu degisimin R1 graniillerinin dairesel, kompakt bir yap1
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kazanmasini sagladigin1 gostermektedir (Sekil 4.25). Ancak 151k mikroskobu goriintiileri

graniil ylizeyindeki filamentli cogalmanin devam ettigini gostermektedir (Sekil 4.26).

a (R1) b (R2)

Sekil 4.25 Graniillerin genel gorlintiisii (217. giin)

b (R1)

e (R2) f(R2)

Sekil 4.26 Isik mikroskobu goriintiisii (217. giin, 40x)
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Sekil 4.27 ve Sekil 4.30 sirastyla 233. ve 267. giin alinan genel goriintiiler verilmistir.
Sekil 4.28, Sekil 4.29 ve Sekil 4.31°de sirastyla 233., 248. ve 267. giin alinan 151k

mikroskobu goriintiileri verilmistir.

d (R2) e (R2)

Sekil 4.28 Isik mikroskobu goriintiisii (233. giin, 40x)
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e (R2)

Sekil 4.29 Isik mikroskobu goriintiisii (248. giin, 40x)

a (R1) b (R2)

Sekil 4.30 Graniillerin genel goriintiisii (267. giin)
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d (R2) e (R2) f(R2)

Sekil 4.31 Isik mikroskobu goriintiisii (267. giin, 40x)

Fe™ ilave edilmeyen reaktdr, R1 ve Fe*' ilave edilen reaktor, R2’de olusan graniiller
graniil yapist ve stabilite (graniil boyutu, CHIs/CHIzp, mikroskobik gozlemler)
acisindan karsilastirildiginda; R1’°deki graniillerin gevsek goriiniimli, filamentli bir
yaptya sahip oldugu ve olusan graniillerin oldukc¢a biiyiimesine ragmen belirli bir
boyuta geldikten sonra parcalandigi, ve bu nedenle R1’de stabil graniil elde edilemedigi
goriilmiistir. R1’e 1 mgFe*"/L Fe** ilave edildikten sonra, graniil dis yiizeyi diizelmis
ve sabilitesi artmig, ve mikroskobik gozlemlerde daha kisa filamentli bakteriler
gozlenmistir. Bununla beraber, R2’de kompakt, diizgiin dis yilizeye sahip stabil graniil
camur elde edilmistir. Burada, 10 mg/L Fe’" ilavesinin filamentli bakteri olusumunu
baskiladig1 (Oikonomidis vd., 2010) ya da graniil ¢amur olusumu asamasinda graniil

yap1 igine tam entegre oldugu soylenebilir.
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4.1.3. Nutrient Gideriminin Incelenmesi

R1 ve R2’de ¢alisma boyunca reaktor ¢ikisinda dlgiilen NH4-N, NO3-N, NO,-N ve POy-

P konsantrasyonlar1 Sekil 4.32’de verilmistir.

Fe’" eklenmeyen ve eklenen reaktorlerde NH4-N ve PO4-P gideriminde farkliliklar
bulunmaktadir. Fe** eklenmeyen reaktor R1°de nitrifikasyon gdzlenmemistir. Fe*™
eklenmeyen donemde (0-195. giinler) ¢ikis NH4-N konsantrasyonu 36,3+3,6 mg NHy-
N/L olarak olgiilmiistiir. Cikis suyunda NO,-N ve NO;-N’a rastlanmamasi da azotun
sadece biyolojik ¢cogalma icin kullanildigini, nitrifikasyon prosesinin ger¢eklesmedigini
gostermektedir. R1°de 0-195. giinler ¢ikis PO4-P  konsantrasyonu 5,4+1,3 mgPO4-P/L
olarak Ol¢ilmiistiir. R1 reaktoriinde fosfor gideriminin de biyolojik cogalma igin
kullanilan kadar oldugu sdylenebilir. Fe*"’in besleme atiksuyuna eklenmeye basladig
195. giinden yaklasik bir hafta sonra ¢ikis NH4-N konsantrasyonu hizla azalmaya
baslamis ve ikinci hafta 1,5-2 mg NHy-N/L seviyelerine ulagsmis ve ¢alismanin sonuna
kadar 1 mg NH4-N/L’nin altinda kalmistir. Nitfirikasyonun kazanilmasi ile bir donem
NO:»-N birikmesi gozlenmis, bir siire sonra tam nitrifikasyonla NO3;-N konsantrasyonu
artmistir. 1 mgFe” /L Fe*" ilavesinden sonra fosforun kimyasal olarak bir miktar

cokmesine bagl olarak 4,1+1,3 mg PO,4-P /L 6lgiilmiistiir.
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Sekil 4.32 R1 ve R2’de reaktor ¢ikisinda dlgiilen NHy-N, NO;-N, NO,-N ve PO4-P

konsantrasyonlar1
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Fe®" eklenen reaktdr, R2°de ¢alismanin ilk 42 giiniinde NH4-N giderimi sadece biyolojik
cogalma kadar gerceklesmistir. 42. giin NH4-N konsantrasyonu 1,7 mg NHy-N/L
degerine diismiis ancak bunu izleyen giinlerde tekrar yiikselerek 58. giinde 41,5 mg/L
NH4-N olciilmiistiir. 70. giinde ¢ikis NH4-N konsantrasyonu tekrar 1 mg/L NH4-N
degerine diismiis ve 160. giine kadar 1,15+0,69 mg NH4-N/L ol¢iilmiistiir. Reaktorlerde
yiiksek kesme kuvveti uygulandigindan ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu doygunluk
degerine yakindir ve bu nedenle 90-160. giinler arasinda tam nitrifikasyon
gerceklesmistir. Giderilen NH4-N’in tamami NO;-N’e oksitlenmistir. Cikis PO4-P
konsantrasyonu graniil stabilitesinin arttig1 donemde biraz daha diisiik olmakla beraber,

calisma boyunca 1,44+0,76 mg PO4-P/L olarak ol¢iilmiistiir.

111-211. giinler arasinda, Fe*" ilavesi ayr1 bir hat ile dogrudan reaktér igine, anoksik
besleme siiresince yapilmustir. Bir dongii boyunca pH 6,5-8,3 arasinda degisirken, Fe*"
ilavesinin reaktor icine yapilmasi ile pH degeri aerobik periyot sonunda zaman icinde
kademeli olarak azalarak 161.giinde 5,8 degerine diismiistiir. Bu tarihe kadar reaktor
pH’s1 izlenmis fakat kontrol edilmemistir. Aerobik graniillerin bozulmasi ile birlikte
nitrifikasyon kabiliyetinde de ani bir bozulma meydana gelmistir. Reaktor iginde pH
kontrolii 161-191. giinler arasinda yapilmig, bu donem igerisinde graniil boyutu
biiyiiyiip AKM konsantrasyonu artmaya baslamasina ragmen nitrifikasyon kapasitesi
tamamen geri kazanilamamistir. 205.glinde ¢ikis NH4-N konsantrasyonu 5 mg/L
civarma diismiistiir. 211. ginde Fe®™ ilavesi tekrar besleme tankina alinmis ve bu
tarihten sonra sistemde daha once elde edilen ¢ikis NH4-N konsantrasyonu 1 mg/L

civarma diismiis ve ¢alismanin sonuna kadar boyle devam etmistir.

Sekil 4.33’te R1 ve R2’de tipik bir dongii ¢alismasi verilmektedir. Her iki reaktorde de
statik besleme yapildigindan, anoksik-anaerobik besleme siiresince oOlgiilen degerler

sistemin tamamini yansitmamaktadir.

Déngii ¢alismasina gore, R1°de KOI'nin anaerobik besleme sonunda kalan yaklasik 200
mg/L KOI’nin aerobik periyotta oksitlendigi goriilmektedir. Reaktdrde organik madde

giderimi disinda azot ve fosfor gideriminin olmadig1 goriilmektedir.
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R2’de organik madde, anoksik-anaerobik besleme periyodunda denitrifikasyon ve
adsorpsiyonla  giderilmekte; aerobik periyoda harici KOI kalmamaktadir.
Nitrifikasyonla NH4-N ilk iki saatte gideririlirken, NO;-N olusmaktadir. Fosfor

biyolojik ¢ogalma disinda muhtemelen FeSO; ile ¢okelme sonucu giderilmektedir.
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PO,-P,NO,-N, NO;-N, NH,-N (mg/L)

Zaman (dk)

=4 POy4P -8 NO,N NO;-N == NH,-N =*KOi
Sekil 4.33 R1 ve R2’de tipik bir dongii calismas1

Bu ¢alisma, Fe*" ilavesinin nitrifikasyon i¢in 6nemini agik¢a gostermistir. Fe" ilave
edilmeyen reaktorde, R1°de hicbir kosulda nitrifikasyon gergeklesmemesine ragmen;
Fe™nin 1 mgFe’"/L konsantrasyonda eklenmeye baslandigi tarihten sonra
nitrifikasyonun baslamasi, Fe** olmadan nitrifikasyon bakterilerinin aktif hale
geemedigini gostermistir. Fe*" hiicre igindeki redoks reaksiyonlarina katilan 6nemli bir
molekiil oldugundan yasamsal bir elementtir (Freitas ve Meneghini, 2001). Meiklejohn
(1953), ¢ok diisiik miktarda Fe’in amonyum ve nitrit oksidasyonunu hizlandirdigini
rapor etmistir. Buna gore, Fe’in minimum konsantrasyonu Nitrosomonas europaea igin
0,1 mgFe/L ve Nitrobacter winogradsky i¢in 0,3 mgFe/L olarak belirlenmistir.
Calismamizda, R1’de sentetik atiksuyun Fe igerigi ¢ok daha diisiik (<0,02mg/L)
oldugundan, amonyum ve nitrit oksidasyonu inhibe olmus olabilir. Meiklejohn (1953),
her iki tiir i¢in optimum Fe miktarin1 6 mgFe/L bulmustur. Calismamizda, 10 mgFez+/L
Fe*" ilave edilen reaktor, R2’de 70. giinden itibaren tam nitrifikasyon gerceklesmistir.

70. giinden sonra nitrifikasyonun gerceklesmesi, Fe’" agisindan limitasyon olmamasina

KOI (mg/L)
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ragmen; -karbon ve azot giderimini birlikte yapan sistemlerde nitrifikasyon
bakterilerinin toplam bakteriye oranin diisiik olmasi nedeniyle-, reaktor AKM’sinin
artisina bagl olarak nitrifikasyon bakterilerinin miktarinin artarak tam nitrifikasyon

gergeklestirebilir hale gelmesinden kaynaklandigr sdylenebilir.

R1 ve R2’den calisma boyunca alinan numunlerde amonyak oksitleyen bakteriler
(AOB), nitrit oksitleyen tiirler (Nitrobacter ve Nitrospira) ve fosfor depolayan tiirler
(Accumulibacter ve Actinobacter) real-time PCR yontemi ile Slgiilmiistiir. Amonyak
oksitleyen bakterilerin degisimi Sekil 4.34’de, nitrit oksitleyen tiirlerin degisimi Sekil

4.35 a ve b’de ve fosfor depolayan tiirlerin degisimi Sekil 4.36 a ve b’de verilmistir.

1,80%
1,60%
1,40%
1,20%
1,00%
W AOB-R1
0,80%
= AOB-R2
0,60%
0,40%
0,20%
0,00%
Ast 10 22 27 57 85 113 150 161 193 256
Sekil 4.34 R1 ve R2’de real time PCR ile 6l¢iilen AOB’ler
0,25% 4,50%
4,00% +—
0,20% (@) 350% | (b)
3,00%
0,15%
2,50%
2,00%
0,10%
1,50%
0,05% - 1,00% 1
0,50% -
0,00% - 0,00% -
Asi 10 22 27 57 85 113 150 161 193 256 Asi 10 22 27 57 85 113 150 161 193 256
M Nitrobacter-R1 M Nitrobacter-R2 M Nitrospira-R1 M Nitrospira-R2

Sekil 4.35 R1 ve R2’de real time PCR ile 6l¢iilen NOB’ler

(a) Nitrobacter, (b) Nitrospira
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4,50% 3,50%
4,00%
(a) 3,00% - (b)
3,50%
3,00% 2,50% 1
2,50% 2,00% -
2,00%
1,50% -
1,50% -
1,00% 1,00% -
0,50% A 0,50% -
0,00% -
0,00% -
Asi 10 22 27 57 85 113 150 161 193 256
Asi 10 22 27 57 85 113 150 161 193 256
B Accumulibacter-R1 M Accumulibacter-R2 M Actinobacteria-R1 M Actinobacteria-R2

Sekil 4.36 R1 ve R2’de real time PCR ile dl¢iilen fosfor depolayan bakteriler

(a) Accumulibacter, (b) Actinobacter

Real-time PCR sonuglarina gore nitrifikasyon tiirleri incelendiginde, AOB ve
NOB’lerin as1 ¢camurundan baslayarak ¢alisma boyunca ¢amur i¢inde bulunduklarini
gostermektedir. AOB’ler ortalama R1’de  9%0,65+%,34 ve R2’de ise %0,74+%,29
bulunmustur. Literatiirde ise bu veriler (amoA/16S rRNA orani1) atiksu aritma
tesislerinde genis bir aralikta degismektedir. Araki v.d (2004) yaptiklar1 ¢alismada
amonyak oksitleyen tiirlerin ylizdesel oranlarini %13,8 olarak bulmus, Daims vd. (2001)
ise aktif camur sistemlerinde FISH ve Confocal laser scanning microscopy ile yaptiklar
caligmalarda, amonyak oksitleyen bakteri tiirlerinin toplam bakterilere oranimnin %8,4
oldugunu gozlemlemistir. Bununla birlikte Juretschko vd. (2002), Nitrosococcus mobilis
tirlerinin endiistriyel bir aritma tesisinde toplam bakterilere oranla 7% civarinda
oldugunu gostermistir. Bizim ¢alismamiz, her iki reaktérde amonyak oksitleyen tiirlerin
literatiire gore az miktarda bulundugunu gostermektedir. Diger taraftan baskin NOB
tiirdi her iki reaktorde de Nitrospira olarak tespit edilmistir. Burada da AOB tiirleri gibi,
R2’de (ortalama %1,56+%,95) R1’e (ortalama %0,91+%0,25) goére Nitrospira daha
yogun oranda Olgiilmiistiir. Nitrobacter heriki reaktorde de Nitrospira’ya gore eser
miktarda Ol¢iilmustir (R1 i¢in %0,01+£%0,01 ve R2 i¢in 0,06+£%0,06). Calismamiz,
heriki reaktorde de hem AOB hem de NOB’lerin ¢alisma boyunca ¢amur i¢inde belirli
bir oranda bulundugunu gdstermistir. Ancak R1 de demir eklenmeden amonyak ve nitrit
oksidasyonu gozlenmemistir. Bu da, daha dnceki bulgulara ek olarak, nitrifikasyonun

Fe nedeniyle inhibe oldugunu dogrulamistir. R2’de nitrifikasyonun 70.glinden itibaren
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tam olarak gerceklesmesi de, reaktdrdeki AKM konsantrasyonunun artigina bagli olarak

sistemin nitrifikasyon gergeklestirebilir hale geldigini gostermektedir.

Reaktorlerden calisma boyunca camur atilmamistir. Camur yasi, ¢dkelme periyodu
sonunda reaktorlerden aritilan su ile atilan ¢gamurda hesaplanmistir. Camur yas1 her iki
reaktdrde de calisma boyunca 2,5-13 giin arasinda kalmistir. 2,5 giinliik ¢camur yasi
AOB ve NOB’lerin sistemde kalmasi i¢in yeterlidir (ikilenme siiresi sirasiyla yaklasik
olarak 1 giin ve 1,5 giin). Liicker v.d (2010), Nitrospira tiriiniin organik madde
kullanabildigini gostermistir. Bu, Nitrospira’nin her iki reaktdrde de nitrit oksidasyonu
yapmadan bulunmasini agiklamaktadir. Ayrica, AOB’lerin de reaktdrlerde amonyak
oksidasyonu yapmadan uzun siire camur i¢inde varhiginm siirdiirmesi, AOB’ler i¢in de
bdyle bir mekanizma olma ihtimalini kuvvetlendirmektedir. Ayrica, graniillerin stabil
kaldig1 siirece ¢amur yasinin sonsuz olmasi, graniil yapist i¢cinde graniil yilizeyinden
yaklagik 70-100um igcerde AOB ve NOB’lere rastlanmasi (Tay v.d, 2003a ve b) da AOB
ve NOB’lerin sistemde kalmalarina olanak saglamis olabilir. R2’de graniillerin
parcalandigr donemde nitrifikasyon kapasitesinin geri doniisiimlii olarak kaybedilmesi
de bu diisiinceyi desteklemektedir. Nitrit oksidasyonunda Nitrobacter atiksu aritma
tesislerinde ve diger ortamlarda en ¢ok calisilan tiir olmasina ragmen; Nitrispira, FISH
ve CLSM kullanilarak yapilan 6l¢iimlerde, nitrifikasyon yapan biyofilm ve aktif ¢amur
orneklerinde siklikla tespit edilmistir (Coskuner ve Curtis, 2002; Daims v.d, 2001); ve
bazen atiksu ortamlarinda bulunan dominant NOB tiiriidiir. Bizim c¢aligmamizda da

Nitrispira, Nitrobacter’e gore dnemli dlcilide fazla tespit edilmistir.

Fosfor depolayan organizmalarin (PAO) izlenmesi sonucunda ise “Candidatus
Accumulibacter” filogenetik kimligi altinda toplanmis tiirlerin  (%1,25+£%0,65)
Actinobacter tiirlerine (%0,96+%0,92) oranla R1’de biraz daha fazla gbzlemlenmistir.
R2’de ise Actinobacter tiirleri Accumulibacter’e gore biraz fazla gozlenmistir
(Actinobacter igin 1,64+%0,79; Accumulibacter i¢in %1,42+%1,07). Diger taraftan
literatiirdeki ytizdelerle kiyaslandiginda PAO tiirlerinin he iki reaktdrde de yeteri kadar
bulunmadigi anlasilmistir. He vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada A0, VIP gibi bircok
biyolojik fosfor giderimi yapilan atiksu artma tesislerinde “Candidatus
Accumulibacter” tiirlerinin yiizdelerini arastirmis ve %4,4-%24 arasinda degisen

oranlarda PAO tiirleri tespit etmistir. Bu ¢aligmalar ayn1 zamanda FISH teknigi ile de
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dogrulanmustir. Ulkemizde yapilan bir calismada ise fosfor depolayan bakteri tiirlerinin
sistemdeki kiitlesel oraninin %9 ile %34 arasinda degistigi ortaya konmustur (Tuncal ve

ark., 2008).

Fe™? ilave edilen reaktdr, R2’de stabil graniil olusturulmus (111. giin Sekil 4.16)
olmakla beraber, 148. (Sekil 4.18) ve 158. (Sekil 4.20) giinlerdeki mikroskobik
incelemede, biiyiik graniillerin pargalandig1 goriilmesine ragmen, bunun graniilasyon
prosesinin dogal siireci oldugu diisiiniilmiistiir. 161. giinde pH’nin aerobik periyod
sonunda 5.8 civarma diismesi ile graniillerin parcalanmasinin yaninda nitrifikasyonun
da bozulmas1 sonucu, pH 6.5-8.5 araliginda kontrol edilmis ve belirli bir siire sonunda
nitrifikasyon geri kazanilmistir. Aktif camur sistemlerinde Fe/Fe” iin nitrifikasyon
prosesine etkisini inceleyen calismalar bulunmaktadir (Philips vd., 2003; Banu vd.,
2008; Oikonomidis vd., 2010). Demir siilfatin dogrudan aerobik tanka ilave edildigi
aktif camur sisteminde, TP konsantrasyonu 5.5-8.5 mgP/L ve Fe/P molar orami 2.1°de
nitrifikasyonun etkilenmedigi belirtilmistir (Banu v.d, 2008). Oikonomidis v.d. (2010),
Fe™nin aerobik floklarda birikmesi sonucu inorganik igerigin [1%35 olmas
durumunda, kiitle transfer limitasyonu (oksijen ve/veya substrat) nedeniyle floklarin
parcalanarak nitrifikasyon bakterilerinin  sistemden yikanarak nitrifikasyonun
bozuldugunu rapor etmislerdir. Diger bir ¢alismada, anoksik kosullarda Fe™ ve
nitrit/nitrat arasindaki kimyasal ya da birlesik biyolojik/kimyasal reaksiyonlarin,
ozellikle nitrifikasyon bakterileri i¢in toksik olan nitrik oksit (NO) olusumuna neden
oldugu bulunmustur (abiotik nitrit indirgenmesi) (Moragha ve Buresh, 1977; Brons vd.,
1991; Philips vd., 2003). Bizim calismamizda, uygulanan Fe dozaj1 ve Fe:P molar orani
0,7 ile literatiirde bahsedilen graniillerin pargalanmasina ve nitrifikasyonun bozulmasina
neden olacak degerlerin altindadir. Calisma siiresince, UAKM/AKM orant %72’nin
altina diismemis olmasi ve ayrica olgun graniillerde ESEM goriintiilerinde aerobik
graniillin kiitle transferini yapan kanallarin bulunmasi, inorganik madde birikimine bagl
kiitle transfer limitasyonundan dolay1 bozulmanin meydana gelmedigini gostermektedir.
Graniillerde parcalanma ve nitrifikasyonun inhibe olmasi 161. giinde sistemin aerobik
dongii sonunda pH’nin 5.8 civarina diigmesi ile fark edilmis olmasina ragmen; bundan
once sistemde yapilan bazi degisikliklerin de etkisi olabilecegi diistiniilmiistiir.
111.giinden 211.giin aras1 hari¢ sisteme Fe’" besleme tankindan verilmistir. Fe’in

besleme tankina verildigi donemde, reaktor pH’s1 tiim dongii boyunca 6,5-8,5 arasinda
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kalmis ve sistemde herhangi bir bozulma meydana gelmemistir. Fe*”in ayr1 bir hatla
dogrudan reaktore verildigi donemde (111-211.glinler aras1) graniillerin parcalanmasi ve
nitrifikasyonun inhibe olmasi ile meydana gelen bozulma, yukarida bahsedildigi gibi iki
sekilde olusmus olabilir. Birinci durum, Fe*”in anoksik kosullarda nitrit/nitrat ile
reaksiyonu sonucu NO olusumuna bagl inhibisyon etkisidir. ikinci durum, Fe*"’in
dogrudan ilavesi ile pH’nin tim dongii boyunca, daha onceki doneme gore diisiik
kalarak, dongili sonunda 5,8 gibi nitrifikasyon bakterilerinin inhibe olabilecegi degerlere
diiserek, graniil yapisi i¢indeki entegrasyonun bozularak graniiliin pargcalanmasi ve

nitrifikasyon bakterilerinin reaktérden kismen yikanmasi olabilir. Bu iki durumun bir

arada da etkili olabilecegi g6z dniinde bulundurulmalidir.

4.1.4. Graniillerin Yapisinin incelenmesi

4.1.4.1. Metal Iceriginin Belirlenmesi

Calismanin 56. gilinlinde, R1 ve R2’de gelisen aerobik graniillerin morfolojik
yapisindaki  farkliliklarin ~ graniilin =~ yapisindaki  Fe igeriginden kaynaklanip
kaynaklanmadigin1 gérmek hem de R2’de olusan ipliksi yapilarin organik ya da
inorganik yapida mi1 oldugunu belirlemek amaciyla bir seri deney yapilmistir. Graniil ve
ipliksi yapilarin farkliligini ortaya koymak amaciyla, R2 numunesinde graniil ve ipliksi
yapilar pastor pipeti ile segilerek iki ayr1 falkon tlipline alinmistir. Numuneler 3 kez
distile su ile yikanip ultra turax kullanilarak homojenlestirildikten sonra numunelerde
Fe, toplam fosfor (TP) ve AKM analizi yapilmistir. Fe ve TP analizi i¢in numuneler,
numune/HNOs 1:1 (v:v) oraninda karistirilip kaynatilarak pargalanmistir. Analiz edilen
numunelerin homojenizasyondan onceki goriintiisii Sekil 4.37°de ve analiz sonucu

Tablo 4.1°de verilmistir.



R2 (sadece graniil)
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R2 (sadece ipliksi)

Sekil 4.37 R1 ve R2’den 56.giinde alinanarak analizi yapilan numunelerin homojenizasyondan

onceki goriintlisi

Tablo 4.1 R1 ve R2’den 56.giinde alman numunelerin analiz sonucu

Numune Besleme Atiksuyu UAKM/AKM Toplam P Fe
(mg Fe/L) (%) (mg P/ gAKM) (mgFe/ gAKM)
R1 (ham) < 0,002 96 11 2
R2 (ham) 91 19 15
R2 (graniil) 6,5 93 34 15
R2 (ipliksi) 96 20 12

R1 ve R2 reaktorlerindeki biyokiitlenin Fe igerigi, sirastyla 2 ve 15 mgFe/gAKM; fosfor

igerigi, sirastyla 11 ve 19 mgP/gAKM olarak bulunmustur. Fe eklenmeyen reaktordeki

(R1) aerobik graniillerin yapisinda Fe ve P icerigi, Fe eklenen reaktdriindekine (R2)

gore digiiktiir. R2’nin tim numunelerinde Fe igerigi uyumlu iken, sadece graniil olan

numunenin fosfor igerigi digerlerine gore yiiksektir. R2 numunesinden segilen graniil ve

ipliksi yapilarda analiz edilen Fe ve P igeriginin ve UAKM/AKM oraninin ham
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numuneninki ile uyumlu ¢ikmasi, ipliksi yapilarin da biyolojik yapida oldugunu

gostermistir.

R1 ve R2’den alinan aerobik graniillerde Na, Mg, P, K, Ca ve Fe analizleri yapilmistir
(Sekil 4.38). Analiz sonucuna gore, genel olarak graniil yapisindaki Na, K ve Ca
miktarlarinin R1 ve R2’de benzerlik gosterdigi soylenebilir. R2’deki Mg, graniillerin
izlendigi donemde, R1’dekinin yaklasik iki katidir. P, 100.giinde R1°de eser miktarda
Olclilmiis, bunu izleyen ii¢ hafta icinde ortalama 22 mgP/gAKM’de kalmistir. R2’deki
P, dlglim yapilan haftalar i¢inde, 24 mgP/gAKM’den 32mgP/gAKM’ye yavas bir artis
gostermistir. R1°de 6l¢iilen Fe miktar1 eser miktarlarda (1-5 mgFe/ gAKM) olmasina
ragmen; R2’deki Fe miktar1 (25-45 mgFe/ gAKM) R1’dekinden 6nemli 6lciide yiiksek

Olgiilmiistiir.



96

Na

M0

500 9
450 8
400 7
@ 350 2B
w 300 = g
5 250 B
2 = 4 -
w200 HR1 ] ER1
£ 150 4 R £ 37 mR?
100 2
50 1 4
0 u -
100 108 113 120 100 108 113 120
Zaman {giin) Zaman {glin)
s 12
30
25
wi wy
4 ozo o
= . =
w w
g mal g ERI
10 iz mR2
5
0 -
100 108 113 120 100 108 113 120
Zaman {giin) Zaman {glin)
Ca Fe
140 50
120 45
a0
@ 100 w ;:
B 30 )
= T s
S 60 )
Eﬂ HR1 £ 20 ERL1
40 - wp2 12 mp2
10
5
o 4
100 08 113

100

108 113

Zaman {glin}

1z0

Zaman (zln)

1zd

Sekil 4.38 R1 ve R2’den alinan aerobik graniillerde Na, Mg, P, K, Ca ve Fe analizleri

(ICP kullanilarak 6l¢iilmiistiir)

4.1.4.2. Graniil Yapisinin ESEM ve EDX ile Incelenmesi

64.giinde R1 ve R2’den alinan numunelerde ESEM ve EDX analizleri yapilmistir. Sekil

4.39°da R1’den alinan aerobik graniillerin ESEM’de ¢ekilen goriintiileri verilmistir.
Sekil 4.39 incelendiginde, aerobik graniiliin yiizeyinde hem EPS yapisi (¢ ve ) hem de

yogun sekilde filamentli bakterilerle (a ve d) sarili oldugu goriilmektedir.
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AccV “SpotMagn Det WD 500 pm
150 kV.30 100x BSE 10.1 1.4 Torr

200, um AccV iSpot Magn  Del I
150 KV 5.0 8000x BSE 101 12Tom

¢ Spet Magn Det WD
W50 2000x  BSE 102 12Torr

(d)

Sekil 4.39 64.glinde R1°den alinan graniil numunesinin ESEM goriintiileri

(a) genel goriiniim 100x, (b) kesitl 200x, (c) kesit2 8000x, (d) kesit3 2000x, (e) kesit4 3200x.

R2’den alinan aerobik graniil ve ipliksi yapilarin ESEM’de ¢ekilen goriintiileri Sekil
4.40 ve Sekil 4.41°de verilmistir. Aerobik graniiliin yiizeyi, R1’deki graniil yiizeyine
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gore daha diizgiin EPS yapisi ile kapli olup, filamentli bakteriler gozlenmemistir.
Ozellikle graniiliin oksijen ve substrat transferinin yapildigi ¢ukur bélgelerinde gok

sayida bagl protozoon ve az sayida filamentli bakteriler gézlenmistir (Sekil 4.40 (e) ve

().

AccV  Spot Magn
15.0 kV 5.0 5%

AccV  Spot Magn  Det WD
160 kv 5.0 2000x BSE 100 1.4 Torr

(b)

AccV Spot Maan  Det WD
150kv 50 4000x BSE 99 1.4Tor

AccV  SpotMaan Det WD 10 pm
16.0kY 5.0 6000x BSE 99 14Tom

(d)

Det WD
BSE 99 1.4 Torr

Sekil 4.40 64.glinde R2’den alinan graniil numunesinin ESEM goriintiileri

(a) genel goriiniim 75x, (b) kesitl 2000x, (c) kesit2 4000x, (d) kesit3 6000x, (e) kesit4 3000x, (f) 151k mikroskopu, 10x.
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R2’de yogun olarak isletmeye alma doneminde olusarak stabil graniillerin sayisinin
artmasi ile kaybolan ¢ubuksu biyolojik yapilar da ESEM’de incelenmistir (Sekil 4.41).
Iki ayr1 boyutta ¢ubuksu yapi secilmistir. Incelenen birinci yapi, yaklasik 6-7 mm
uzunlugunda ve 1-2 mm genisligindedir (Sekil 4.41 (a)). Kesitler incelendiginde bu
yapinin aslinda, filamentli bakterilerin EPS yapisi ile kaplanmas1 ve yogun sekilde baglh
protozoonlarla sarilmasi ile olusmus biyolojik yapilar oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.41
(b), (¢), (d)). Ikinci yap1, 3-4 mm uzunlugunda ve 200 pm genisligindedir (Sekil 4.41
(e)). ikinci yapinin birincisine gore daha kiigiik ve yiizeyinin diizgiin bir EPS tabakasi
ile kapli, az sayida protozoon ile sarili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.41 (f), (g), (h)).
Her iki yapida da, aerobik graniillerde oldugu gibi kiitle transferinin yapildig: ¢atlak ve

cukurlarin oldugu tespit edilmistir.

(b)

Sekil 4.41 64.glinde R2’den alinan filament numunesinin ESEM goriintiileri
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AcoV Spot Maan WD, %0um

Spot M: Det WD = AccV  SpotMaan Dot Wi
150KV 50 2000x  BSE 108 1.4 Torr 150KV 50 2000x BSE 9

Sekil 4.41 (devami) 64.giinde R2’den alinan filament numunesinin ESEM goriintiileri

(a) 1. Filament genel goriiniim 75x, (b) kesitl 1000x, (c) kesit2 500x, (d) kesit3 500x, (e) 2. Filament genel goriiniim 125x, (f) kesit4
2000x, (g) kesit5 2000x, (h) kesit6 2000x.

64.giinde R1 ve R2’den alinan graniillerin ESEM kesitlerinde yapilan EDX analiz
sonuglar1 Tablo 4.2°de verilmistir. R1 reaktdriinden alinan aerobik graniiliin degisik
kesitlerinde yapilan EDX analizlerinin ortalama ve standart sapma degerleri, graniiliin
yiizey yapisindaki farkliligin (EPS ve filamentli bolgeler) secilen elementlerin agirlik
yiizdelerine yansimadigin1 gostermektedir (Tablo 4.2). Yani graniil iizerinde analizi
yapilan kesit ne olursa olsun elementin agirlik yilizdesi yakin ¢ikmistir. Buna gore,
R1°deki aerobik graniiliin dis ylizeyinde Ca ve P en fazla bulunan elementlerdir.
Graniilasyonda 6nemli bir etkiye sahip oldugu bilinen Mg’un agirlik yiizdesi, Ca ve P’a
gore dusiiktiir. R1 reaktdriine beslenen sentetik atiksuya eklenmemesine ragmen,
musluk suyu ve ilave edilen kimyasal maddelerden gelmesi muhtemel olan eser
miktarda (<0,002 mgFe/L) Fe’de graniiliin dis ylizeyinde agirlikca %3 oraninda tespit

edilmistir.
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R2 reaktoriinde hem aerobik graniill hem de filament yapilarinda EDX analizi
yapilmustir (Tablo 4.2). Aerobik graniiliin dis yiizeyinde agirlik yiizdesi olarak en fazla,
sirastyla NallCallMg Olgiilmiistiir. Bu elemenlerden sonra en fazla bulunan element
%10 ile Fe’dir. R2°de graniil yiizeyindeki Fe ylizdesi artarken; R1’deki aerobik
graniiliin yapisindaki Ca’un yerini R2’de Na ve Mg’un aldig1 sOylenebilir. Graniil
topluluk yapisindaki bakteriler ve EPS negatif yiiklii bilesenler oldugu i¢in, katyonlar
biyoflokulasyonda ve graniil camur olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Sonuglar
gostermistir ki, R2 atiksuyundaki Fe, EPS yapisindaki negatif yiiklii gruplar arasinda
koprii olustururken, iyon degisim etkisi ile Ca’un yerini de almis ayrica, diger
monovalent ve divalent katyonlarin (Na ve Mg) da EPS i¢indeki oraninin artmasina

neden olmustur.

R2’de incelenen iki filamentte analiz edilen bdlgeye gore element yilizdeleri 6nemli
farkliliklar gostermistir. Kiigiik filamentin yiizeyi biiyiik filamente gore daha diizgiin bir
EPS yapist ile kapli ve yapisi R2’deki graniil ile hemen hemen aymidir. Biiylik
filamentte Fe orani artarken, Ca, Mg ve Na ile yer degistirdigi, P’un da miktarinin
arttigr goriilmektedir. Bu da filament yapisinin olusumunda Fe-P c¢okeleklerinin
etkisinin olabilecegini gdstermektedir. Katyonlarin anyonik gruplarla bilesik
olusturmada ilgileri Na'<K'<Mg*'<Ca’’<Fe*" olarak artmaktadir. R1’de bu kural

saglanirken; R2’de Na"un en yiiksek katyon olmasi ilgingtir.

Tablo 4.2 64.glinde R1 ve R2’den alinan graniillerin ESEM kesitlerinde yapilan EDX analiz

sonuglart (Wt%)
Numune NaK MgK PK KK CaK FeK
Kesit 1 9 6 31 4 49 1
Kesit 2 4 3 31 6 52 5
Kesit 3 5 4 24 9 55 4
R1 Kesit 4 5 3 28 3 59 2
ORTALAMA | 6 4 29 6 54 3
STD SAPMA 2 1 3 3 4 2
Kesit 1 42 20 4 2 27 6
Kesit 2 40 18 6 3 26 8
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Kesit 3 36 16 7 3 26 12
Kesit 4 35 12 8 3 28 14
R2 (graniil) | Kesit 5 33 15 9 5 28 11
ORTALAMA | 37 16 7 3 27 10
STD SAPMA |3 3 2 1 1 3
Kesit 1 23 11 21 3 20 23
Kesit 2 17 8 20 7 20 28
Kesit 3 18 9 23 6 18 26
Kesit 4* 42 21 2 3 28 4
R2 Kesit 5 21 9 20 4 19 27
(filament) Kesit 6* 41 21 2 3 27 6
ORTALAMA | 20 9 21 5 19 26
STDSAPMA 3 1 1 2 1 2

*Kesit 4 ve 6 ortalama ve standart sapmaya katilmamustir.

210.glinde R1 ve R2’den alinan aerobik graniillerin dis ve i¢ yiizeyinden alinan ESEM

goriintiileri sirasiyla Sekil 4.42 ve Sekil 4.3’te verilmistir.

R1 ve R2’den alinan aerobik graniiller birbirinden farklidir. R1°deki graniiller diizgiin
yuvarlak yapidadir. R2’deki graniiller daha ¢ok bobrek goriintiisiindedir. R1’den alinan
goriintiiler, graniiliin dis ((Sekil 4.42 (a), (b), (c)) ve i¢inin (Sekil 4.42 (d), (e)) benzer
yapida oldugunu gostermistir. Her iki yilizeyde yogun sekilde filamentlerle sarilmistir.
Filamentler agik sekilde goriilmektedir. R2’den alinan graniillerin dis ve i¢ yapisinda

filamentli yapiya fazla rastlanmamistir. R2’de graniil yapis1 katmanlardan olusmaktadir.
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AccV  Spot M{mg
20.0 KV 40 3000x
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AccV  Spot Magn  Det WD« |———o 1 500 m AccV '_‘ Det WD
20.0kV 4.0 100x BSE 106 1.1 Torr 20.0 ks 4 Bﬁ__‘ 10.6 Ji‘l Torr

%

(d)
Sekil 4.42 210.giinde R1’den alinan aerobik graniiliin dis ve i¢ yiizeyinden alinan ESEM
goriintiileri

(a) graniil dis yiizey 75x, (b) graniil dis ylizey kesiti 250x, (c) graniil dis yiizey kesiti 3000x, (d) graniil i¢ yiizey 100x, (e) graniil i¢
yiizey kesiti 500x.
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AccV Spot Magn Det WD
200kv 40 76x BSE 10.2 06"ork

4

' A
100 pm , AccV. spotMaan Det WD |———————" 50 um AccV  Spot Maan ~ Det WD 2Qum
20.0°kV 40" 1000x BSE 98 06 Torr 20.0kV 4.0 1500x  BSE 9.6-.40.6 Torr

i e :
AccV _Spot Maan Det WD p————— 20 pm
200kV 40 20% BS‘E 99 06 Torr

Sekil 4.43 210 giinde R2’den alinan aerobik graniillerin dis ve i¢ yilizeyinden alinan ESEM
goriintiileri

(a) bityiik graniil i¢ yiizey 75x, (b) biiyiik graniil i¢ yiizey kesiti 500x, (c) biiyiik graniil i¢ yiizey kesiti 1000x, (d)biiyiik graniil i¢
yiizey kesiti 1500x (e) biiyiik graniil dis yiizey kesiti 250x, (f) biiyiik graniil dis ylizey kesiti 500x, (g) bilyiik graniil dis ylizey
kesiti 2000x
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Sekil 4.43 (devami) 210 giinde R2’den alinan aerobik graniillerin dig ve i¢ yilizeyinden alinan
ESEM goriintiileri

(h) kugiik graniil i¢ yiizey 100x, (i) kiiglik graniil i¢ yiizey kesiti 8000x, (j) kiigiik graniil dis yiizey 120x, (k) kiigiik graniil dis yiizey
kesiti 500x, (1) kiigiik graniil dis yiizey kesiti 1000x.

Sekil 4.42 ve Sekil 4.43’te verilen graniillerin dis ve i¢ yiizeyinde EDX yapilmistir
(Tablo 4.3). R1’de ESEM goriintiilerini dogrular sekilde, graniiliin i¢ ve disinda 6l¢iilen
elementlerin agirlik yiizdeleri arasinda fark gozlenmemistir. Ancak, R2’den alinan
graniillerin i¢inde digindan daha fazla Fe Olgiilmiistiir. Diger elementlerin yilizdeleri

arasinda fark olmadigi sdylenebilir.
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Tablo 4.3 R1 ve R2 graniillerinin i¢ ve dis ylizeylerinde yapilan EDX analizleri

Numune NaK MgK PK KK CaK FeK
Dis 9 12 34 19 19 6

R1
Ic 11 12 37 17 20 3
Biiytik Graniil D1 8 8 33 4 12 35
Biiyiik Graniil i¢ 6 3 27 5 14 45

R2
Kiic¢iik Graniil D1 5 6 33 6 12 39
Kiigiik Graniil I¢ 5 3 14 3 12 62

Kalsiyum (Ren vd., 2008), ve kalsiyum ve demir (Juang vd., 2010) gibi kimyasal
cokeleklerin yogun olarak aerobik graniil camurun i¢ bolgesinde yer aldig1 saptanmistir.
Bizim c¢aligmamizda, 210.glinde yapilan EDX analizinde, R1’deki aerobik graniillerin i¢
ve dis yapisinda belirgin bir farklilik dikkati ¢ekmezken; R2’deki aerobik graniillerin
icinde disindan daha fazla Fe ¢okelegi saptanmistir. 64. glinde R2’de yapilan EDX
analizinde, filamentli yapilarin dis ylizeyinde graniillerinkinden daha fazla Fe’e
rastlanmistir.  Ilerleyen donemde filamentler ortadan kaybolmus ve graniile
doniismiistiir. 210.giinde yapilan EDX analizinde ise, graniillerin i¢inde disgindan daha
fazla Fe Olciilmiistiir. Biitlin bu analizler, 6zellikle Fe’in R2’de graniil olusumunda etkili

oldugunu bir kez daha kanitlamaktadir.

Fe’in biyoflokiilasyon/ graniilasyon prosesindeki rolii, Boliim 2.1.2 Sekil 2.3’de sematik
olarak verilmistir. Buna gore, Fe*" eklendiginde oksidasyon/hidroliz reaksiyonlar:
baglamadan 6nce ya da ¢ok kisa bir siire sonra; Fe*" EPS’deki negatif yiiklii gruplarla
etkilesmektedir. Bu etkilesimlere katilan Fe tiirleri Fe'”, monomerik ya da polimerik
Fe** /Fe’” hidroliz iiriinleri veya Fe-P-OH kompleksleridir. Flok yiizeyindeki anyonik
kimyasal gruplarla pozitif yiiklii Fe tiirleri koprii olusturarak, cok degerlikli katyon
koprii  teorisi  (multivalent cation bridging theory)’ne gore biyoflokulasyonu
desteklemektedir. Fe>* eklendiginde, havalandirma tankindaki pH kosullarinda hizlica
Fe(OH); olusumu meydana gelmektedir. Fe(OH); muhtemelen flok yiizeyine ¢ok kiiciik
boyutta kolloidal partikiiller olarak yerlesmektedirler. Fe(OH); diisiik notralizasyon
kapasitesine sahip oldugundan EPS yapisinin anyonik adsorbsiyon bolgeleri ile iletisimi

yeterli olmamaktadir. Bu da flok yapisiyla c¢okelme iiriinlerinin entegrasyonunu
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sinirlayarak daha acik flok yapisimn olugmasma neden olmaktadir (Sekil 2.3). Fe*

eklendiginde asagidaki reaksiyonlar meydana gelmektedir:

Fe’" +0.250,+H" —» Fe&’ +0.5H,0 (1)
Fe" +3H,0 —»  Fe(OH); |, + 3H' (2)
Fe'' +H,PO4™ —»  FePO, |+ nH' 3)

Calismamizda Fe, Fe(SO),4 olarak atiksuda 10 mgFe/L olacak sekilde besleme tankina
eklenmistir. Besleme tankma ilave edilen Fe* Denklem (1)’e gore Fe’“e
oksitlenecektir  (0.15g0,/gFe’"). Sentetik atiksuyun pH degerinde (7.2) ve
KH,PO4/K,HPO, ile saglanan tampon kapasitesinde, monomerik ya da polimerik
Fe*'/Fe’™ hidroliz iiriinleri ve ya Fe-P-OH ile Fe(OH); olusumu beklenebilir.
Graniilasyon prosesinin basinda ve graniillerin bozulmasindan sonra gozlenen ipliksi
yapilarin yukarida bahsedilen agik floklar olma ihtimali yiiksektir. Filamentli
bakterilerin agik¢a gdzlenmeyip, acik flok-graniil yapisi icinde goézlenmesi de, Fe’in
aerobik graniilasyon prosesindeki pozitif etkisine baglanabilir. Olusan agik floklarin,
reaktore verilen yiiksek kesme kuvveti etkisi ile zamanla graniil ¢amura doniistiigii
mikroskopla yapilan gozlemlerde agikca goriilmektedir. R1’deki graniiller yuvarlak

iken, R2’de gozlenen graniillerin bazilarmin bobrek seklinde ya da diiz olmasi buna

bagli olabilir (Sekil 4.13).

Filamentli bakteriler arasindan secilen iki tiir real-time PCR yontemi ile Ol¢lilmiistiir
(Sekil 4.44). Heriki reaktorde de Microthrix parvicella tiiriinlin as1 ¢camurundan
baslayarak calismanin 57.glinline kadar ¢ok az oranda bulunmasina ragmen, bu
donemde Eikelboom type 02IN tiiriiniin yogun oranda bulundugu gozlenmistir.
150.glinden itibaren Microthrix parvicella tiri baskin hale gelirken; Eikelboom type
021N goreceli olarak azalmistir. 57 ve 113.giinler heriki reaktdrde de heriki tiiriin orani
belirgin sekilde azalmistir. R1 ve R2 karsilastirildiginda, R1°de Microthrix parvicella
baskin tiirken; R2’de Eikelboom type 021N’iin baskin oldugu sdylenebilir. R2°de de
filamentli bakterilerin 06zellikle Eikelboom type 02IN’in real-time PCR’da tespit

edilmesine ragmen 151k mikroskobu ve ESEM’de fazla goriintiilenememesi, Fe’in
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etkisine ve filamentli yapilarin graniil yap: i¢ine entegrasyonu ile agiklanabilir. SEM
goriintlilerinde de, 6zellikle graniil ¢amur olusumu asamasinda gozlenen acik floklarin
filamenli bakterilerin EPS, protozoa ile sarilmasi ile olusmus yapilar oldugunu

gostermistir. Bu sonuglar, real-time PCR sonuglar1 ile uyumludur.
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B 2IN-R1 ®2IN-R2

Sekil 4.44 Real-time PCR ile dl¢iilen filamentli tiirlerin degisimi
(a)Microthrix parvicella, (b) Eikelboom type 021N
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4.1.4.3 Aerobik Graniillerin EPS nin Incelenmesi

R1 ve R2’den alinan aerobik graniil numuneleri, Dowex katyon degistirici regine ile
ekstre edildikten sonra, karbonhidrat ve protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir. R1 ve
R2’nin EPS’inde o6lgiilen polisakkarit (PS) ve protein (PN) miktarlart Sekil 4.45°de

verilmistir.
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Sekil 4.45 R1 ve R2’nin EPS’inde 6l¢iilen karbonhidrat ve protein miktarlari.
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Sekil 4.45 incelendiginde, R1 ve R2’nin EPS’nin PS ve PN arasinda belirgin bir iligki
kurulamamistir. 78.giinde R1’in hem PS hem de PN’inde ani bir artis gézlenmis ancak
nedeni anlagilamamistir. Bu deger ¢ikarilarak R1 ve R2’de ortalama PS miktar
sirasiyla, 648+164 mg alginik asit/gUAKM ve 598+112 mg alginik asit/gUAKM; PN
miktar1 sirastyla 34428 mgBSA/gUAKM ve 61+£57 mgBSA/gUAKM’dir. Buna gore,
R1 ve R2’de PS/PN orani sirastyla, 19 ve 10 olarak hesaplanmistir.

Aerobik graniil ¢amura, Ca ilavesinin EPS yapisindaki polisakkarit miktarini; Mg
ilavesinin ise EPS’deki protein miktarini artirdigi rapor edilmistir (Jiang v.d,2003).
Calismamizda, diger tiim katyonlar sabit tutulmus, bir reaktére Fe ilavesi yapilmistir.
R1 ve R2’de olusan graniillerin i¢ ve disinda EDX analizleri ile farkli katyon yiizdeleri
elde edilirken; graniil camurun tamamini temsil eden ICP analizinde, R1 ve R2’deki
graniillerin Mg ve Fe miktarinda farklilik gézlenmistir. EPS’in PS miktarinin PN’den
fazla olmasinin nedeninin, azot (Durmaz ve Sanin, 2001) ve fosfor (Liu vd., 2006; Bura
vd., 1998; Hoa vd., 2003)’un karbona gore sinirli olmasi disinda, Ca’un etkisi (Jiang
v.d,2003) oldugu soylenebilir. R1 ve R2’deki PN karsilastirildiginda; R2’deki PN’nin
R1’dekinden yiiksek olmasi, Mg disinda Fe’in etkisi olabilir. Ayrica, Mg’nin enzimler
tizerinde etkili bir rol oynayarak enzim reaksiyonlarmmi hiicre senteziyle birlikte
canlandirmast (Brdjanovic vd,1996) yaninda, c¢alismamizda Fe’nin de 0&zellikle
nitrifikasyon prosesinde rol oynayarak biyolojik faaliyetleri artirdig1 goriilmiistiir. R1 ve
R2’de o6l¢iilen oksijen tiiketim hizlar1 (OUR) sirastyla 14,4 ve 29,8 mgO,/g UAKM saat
olarak o6l¢iilmesi de, reaktorlerdeki biyolojik faaliyetlerin farkliligini  ortaya

koymaktadir.

Fe calismasinda ekstrakte edilen proteinlerin SDS-PAGE ile analizi sonucunda elde
edilen bant profilleri ise Sekil 4.46’da verilmistir. Jeldeki bantlarin molekiil agirliklari,
molekiil agirligr bilinen standart proteinler (Color Marker, Sigma) yardimiyla

belirlenmistir.
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M E1 F1 G1 H1 L1 N1 P1

205 KDa

116 KDa
66 KDa

45 KDa—

23 KDa—

20 KD'a
14.2 KDa —

(a)
M E2 F2 G2 H2 L2 N2 P2

203 KD'a

116 KDa
66 KDa

20 KDa
14.2 KDa

(b)

Sekil 4.46 (a) Fe icermeyen deney grubuna ait 6rneklerin suda ¢ozilinebilen protein profilleri.

(b) Fe igeren deney grubuna ait 6rneklerin suda ¢6ziinebilen protein profilleri

SDS-PAGE ile ayristirilan ve dnce Coomassie boyama ile daha sora Glimiis nitrat ile boyanan jele ait goriintii. [M: Marker protein
karigimi, E:36.giin, F:57.giin, G: 64.giin, H:71giin, L:92.giin, N:106.giin, P:120.giin alinan numuneler.]

Sekil 4.46°da Fe calismasina ait EPS numunelerinin protein profilleri karsilastirilmistir.
Sekil 4.45 (a)’da Fe icermeyen reaktorden farkli zamanlarda alinan 6rnekler, Sekil 4.45
(b)’de ise 10 mg/L konsantrasyonda Fe iceren reaktorden farkli zamanlarda alinan
ornekler birbirleri ile karsilastirilmistir. Jel sonuglarina gore Fe icermeyen reaktdrden
farkl1 zamanlarda alinan Orneklerde, ozellikle 29 KDa - 45 KDa molekiil agirligina
sahip proteinlerde belirgin farkliliklar goriilmistii. R1’in 36. gilinlinii temsil eden

numunede yaklasik 55 KDa agirligindaki bir proteinin ekspresyonunun c¢ok arttigi
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goriilmiistiir. Ayrica 120. giin ekstrakte edilen numunede yaklasik molekiil agirligi 150

KDa olan farkli bir protein saptanmustir.

10 mg/L konsantrasyonda Fe igeren reaktorden alman oOrnekler kendi icinde
degerlendirildiginde, molekiil agirligt 45 KDa-66 KDa aralifinda olan proteinlerde
ekspresyon diizeyinde bazi farkliliklar goriilmiistiir. Fe igermeyen ve iceren ornekler
biribirleri ile karsilastirildiginda ise, 29 KDa -66 KDa araligindaki proteinlerin Fe

icermeyen grupta daha baskin olarak bulundugu saptanmastir.

4.1.4.4. Aerobik Graniillerde Kimyasal Cokelmenin Belirlenmesi

Aerobik graniillerde kimyasal ¢okelmenin etkisini gormek amaciyla cold PCA metodu
(de Haas v.d., 2000) ve olusan kimyasal ¢okeleklerin tiirlerinin (Uhlmann vd., 1990)

belirlenmesi amaciyla bir seri deney yapilmustir.

Tablo 4.4, R1 ve R2’de cold PCA metoduna gore belirlenen kimyasal g¢okelme
yiizdeleri verilmistir. Tim sonuglar numunenin Toplam P’sinin yiizdesi olarak
verilmistir. Bu yontem, fosforun reaktorlerde hangi yolla giderildigi konusunda da bilgi
verebilmektedir. Oncelikle supernatanttaki fosfor, cikistaki fosfor ve santrifiijle
graniilden ayrilabilen zayif baglh fosforu yansitmaktadir. Supernatanttaki PO4-P %’si,
R1’de numunenin Toplam P’sinin %11°1 iken, R2’de %3 olarak oOl¢iilmiistiir. Bu
degerler reaktdr ¢ikisinda oSlgiilen PO4-P degerleri ile uyumludur. Ayrica, R1 ve R2
reaktorlerinde biyolojik fosfor giderimi olmadigindan, kimyasal ¢okelme ayrildiktan
sonra kalan biyokiitlede Olcililen Toplam P yiizdesi, heriki reaktdrde de %38 olarak
Olclilmiistiir. Graniil yapisinda ¢okelerek kimyasal olarak uzaklastirilan P, R1°de %36
iken R2’de %45 olclilmiistiir. Her iki reaktdriin besleme atiksuyunda Fe hari¢ diger
katyonlarin miktar1 aymi oldugu ig¢in, olusan bu farkin Fe-P ¢okelegi olarak

diisiiniilebilir.
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Tablo 4.4 Cold PCA metoduna gore R1 ve R2’de kimyasal ¢okelmenin belirlenmesi (de Haas

vd., 2000).
Numune PO4-P Toplam P Kompleks P
(numunenin toplam | (numunenin  toplam P | (Toplam P - Orto-P)
P %’si) %?si) (mumunenin toplam P
%’si)
R1 (n=4)
Supernatant %11 (4) %15 %5 (2)
PCA %36 (5) %47 %11 (3)
Kalint1 - %38 (5) -
Geri kazanim - % 100 (4) -
R2 (n=4)
Supernatant %3 (1) %5 %3 (1)
PCA %45 (5) %353 %38 (6)
Kalint1 - %38 (3) -
Geri Kazanim - %96 (4) -

Tablo 4.5 R1 ve R2’de, Uhlmann v.d (1990) tarafindan 6nerilen metoda gore belirlenen
kimyasal ¢okeleklerin yiizdesi verilmistir. Bu metoda gore, distile su (DS) ile ekstrakte
edilip PO4-P olgiilen kisim, zayif bagli yada adsorblanan fosforu; bikarbonat—dithionat
(BD) ile ekstrakte edilip PO4-P Olglilen kisim, genel olarak redoksa duyarli Fe-
hidroksitlere (FePO4(Al), Fe(OH)3—P, Mn(OH)4—P) bagl fosforu; NaOH ile ekstrakte
edilip PO4-P 6lciilen kisitm, NaOH’den gelen OH™ iyonlari ile iyonlarin1 degistiren Fe-
oksit/hidroksitlerle bagli fosforu; HCI ile ekstrakte edilip PO4-P 6l¢iilen kisim, karbonat
ve apatit (Ca-P) baglh fosforu gostermektedir. Toplam fosfor ile orto-P arasindaki fark,
her bir adimda ekstrakte edilen organik bagl fosfor fraksiyonunu vermektedir.

Distile suda ekstrakte edilen zayif bagli fosfor, bu calismada supernatant ile
karistirilarak Slgiildiigiinden R1°de ytiksek ¢cikmiustir (%13). Supernatanttan gelen kisim
cikarilirsa, bu fraksiyon %]1’in altinda ¢ikmaktadir. R2°de supernatanttan gelen fosfor
diisiik oldugundan, zayif bagh fosforun fraksiyonu %1 o6l¢iilmesine ragmen ihmal

edilebilecek kadar diisiik oldugu diisiiniilmelidir.

R1 ve R2°de BD ile ekstrakte edilen fosfor fraksiyonlarinin birbirine yakin oldugu
goriilmektedir. Yani 3 degerlikli metal oksitlerin fosfat baglari her iki sitemde de
benzerdir. Burada, en dikkat ceken NaOH ile ekstrakte edilen fosfor fraksiyonudur. Iki
degerlikli metal oksitlerin fosfor baglari R1’de diisiik olmasina ragmen R2’de 6nemli
bir orani olusturmaktadir. HCI ile ekstrakte edilen Ca bagl fosfor fraksiyonu, R1 ve
R2’de birbirine yakindir. Bu metod da, R2’de kimyasal ¢okelmenin %81°nin iki

degerlikli metal oksitlerin fosfor baglar1 oldugunu gdstermistir.
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Tablo 4.5 R1 ve R2’de kimyasal ¢okeleklerin tiiriiniin belirlenmesi (Uhlmann vd., 1990).

Numune PO4-P Toplam P Kompleks P (Toplam P -
(numunenin toplam | (numunenin toplam | Orto-P) (numunenin toplam
P %’si) P%’si) P %’si)
R1 (n=3)
DS %13 (4) %17 (7) %4 (4)
BD %14 (9) %24 (11) %10 (2)
NaOH %4 (3) %50 (4) %47 (6)
HCl %4 (7) %7 (8) %3 (1)
Kalint1 - %1 (2) -
Geri kazanim %34 (7) %99 (1) %65 (7)
R2 (n=3)
Distile Su %1 (1) %3 (0) %1 (1)
BD %9 (0) %12 (0) %4 (0)
NaOH %56 (8) %81 (3) %25 (8)
HCI %3 (2) %5 (4) %2 (1)
Kalint1 - %0 (0) -
Geri kazanim %69 (8) %101 (2) %32 (9)

Reaktorlerde fosfor biyolojik ¢ogalmanin disinda, reaktdr icinde ve EPS yapisinda

fizikokimyasal ¢okelme/baglanma ile uzaklastirilmaktadir. Kimyasal bagli fosforu

belirlemek i¢in uygulanan her iki metot da, R2’de R1’den daha fazla fosforun kimyasal

cokelme ve EPS vyapisina baglanarak uzaklastirildigini gostermistir. NaOH ile

ekstraksiyonda, R2’de RI1’den tamamen farkli olarak; c¢oziinmiis bagli fosforun

kompleks (organik) bagli fosfordan yiiksek c¢ikmasi; fosforun demir ilavesi ile

¢coktiiglinii gostermistir (Choi vd., 2009).
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5. TARTISMA VE SONUC

Ca ve Mg gibi iki degerlikli katyonlarin aerobik graniiler ¢amur olusumunu

hizlandirdig1 ve aerobik graniil gamur yapisini kuvvetlendirdigi (Yu vd. 2001, Jiang v.d.
2003, Ren v.d. 2008, Liu v.d. 2010); Fe ve Mg gibi iki degerlikli katyonlarin anaerobik

graniilasyonda polisakkarit iiretimini artirarak graniilasyonu destekledigi (Shen v.d.

1993, Veiga v.d. 1997, Yu vd. 2000) rapor edilmesine ragmen; Fe'in aerobik

graniilasyona etkisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada literatiirdeki

eksiklikleri tamamlayacak sekilde, aerobik graniil camur olusumu ve stabilitesi lizerine

Fe’”nin etkisi, biri Fe’" icermeyen digeri 10mgFe/L Fe®" igeren iki reaktdrde

incelenerek ve sonuglar asagidaki sekilde 6zetlenmistir:

Fe’" ilave edilmeyen acrobik graniil camur ile Fe*" ilave edilen aerobik granil
¢amurun olusumu aym giin meydana gelmistir. Bu sonug, Ca®"un aerobik
graniil c¢amur olusumuna etkisinin incelendigi calismayla farklilik
gostermektedir. Ca® ’nin aerobik graniil camur olusumunu kisalttig: belirtilmistir
(Jiang vd.,2003).

Aerobik graniil olusumu her iki reaktérde de ayni zamanda gerceklesmesine
ragmen, olusan graniillerin boyutunda ve morfolojisinde belirgin farkliliklar
gozlenmistir. Fe*" ilave edilen reaktdrde olgun graniiller 50. giinde elde edilmis
ve isletme kosullarinin degisimine bagli bozulma disinda, stabil olarak kalmistir.
Fe** ilave edilmeyen reaktdrde, aerobik graniiller elde edilmesine ragmen;
graniil gamur filamentli ve gevsek yapisindan dolay1 belirli siirelerde bozularak
tekrar biiyiime egilimi gdstermistir.  Fe’™ ile beslenen graniiller, Fe*
eklenmeyen graniillerden daha iyi fiziksel Ozellikler, daha iy1 ¢okebilme ve
sitkisma ozelligi ve daha kompakt bir yapr sergilemistir. Calismamizda elde
edilen graniiller, R1’de acik sar1 renkte, yuvarlak olmasina ragmen ugucu gevsek
goriiniimlii filamentli graniillerdir. Fe** ilave edilen reaktorde, koyu sari-
kahverengi renkte, diizgiin ylizeyli, filamentli olmayan graniiller elde edilmistir.
Bu baglamda, Fe’”in aerobik graniil camurun olusumundan cok stabilitesi
tizerinde pozitif etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

Fe’" ilave edilen graniillerin yiizeyi kesin hatlarla belirlenmis, diizgiin ve

piiriizsiizdiir. Diizgiin ve stabil graniiller Fe*" ilavesinin, filamentli bakteri
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olusumunu baskilamasindan kaynaklanmaktadir (Li, 2005; Oikonomidis v.d.,
2010). Ancak, Fe*" dozajmm ¢ok arttinldigi flokiiler aktif ¢amurla yapilan
caligmalar, filamentlerin ¢ok fazla baskilanmasinin flok yapis1 pargalanmasina
sebep oldugunu gostermistir (Oikonomidis v.d., 2010). Calismamizda kullanilan
demir dozaj1 ¢ok yiiksek olmadigindan bdyle bir problemle karsilagilmamastir.

Reaktore Fe" ilavesinin aerobik graniillerin olusumundaki etkisi bu calisma ile
ortaya koyulmustur. Aktif ¢camura Fe** ve Fe** eklendiginde, Fe iyonlar ile
biyofloklar arasindaki iligki Oikonomidis vd. (2010) tarafindan agiklanmistir.
Bizim c¢alismamizda, aerobik graniilasyonun baglangicinda ve graniillerin
bozulup tekrar olusumu déneminde gozlenen ipliksi yapilarin, Fe(OH)s’in zayif
flokiilasyon etkisiyle olusmus acik floklar oldugu ve bunlarin zaman iginde
graniil camura doniistligii; graniil camur ve ipliksi yapilarda 1s1k mikroskobu ve
ESEM de goriintiileme ile Fe ve TP ve ESEM-EDX analizleri ile kanitlanmistir.
Fe™ ilave edilmeyen graniillin i¢ ve dis yapisinda belirgin bir fark
gozlenmezken; Fe*" ilave edilen reaktorlerde elde edilen graniillerin i¢ yapisinda

disina gore daha fazla Fe bulunmasi da, bu olusum yaklagimini dogrulamaktadir.

Aerobik graniil yapisindaki kimyasal ¢okeleklerin varligit ESEM-EDX analizleri
yaninda, cold PCA metodu (de Haas v.d, 2000) ve Uhlmann v.d (1991)
tarafindan Gnerilen prosediir ile gosterilmistir. Cold PCA metoduna gore, Fe™
ilave edilen aerobik graniillerde edilmeyene gore daha fazla kimyasal baglh
fosfor bulunmustur. Uhlmann prosediiriine gore de, Fe*" ilave edilen graniillerde
olusan bu kimyasal ¢okeleklerin yaridan fazlasinin iki degerlikli metal oksitlerle

bagli fosfor oldugu belirlenmistir.

Fe”" ilave edilen ve edilmeyen reaktdrlerin her ikisinde de, ekstrakte edilen EPS
yapisinda polisakkarit miktar1 protein miktarindan ¢ok daha yiiksek ¢ikmustir.
EPS’deki polisakkarit miktarmi, katyonlarin 6zellikle Ca*”un (Jiang vd.,2003)
ve niitrient eksikliginin (Durmaz ve Sanin, 2001; Liu v.d, 2006; Bura v.d, 1998;
Hoa v.d, 2003) artirdigi belirtilmigtir. Her iki reaktore beslenen sentetik
atiksuyun Fe*" hari¢ diger bilesenlerinin ayni olmasi, polisakkarit miktarinim iki
245

reaktdrde birbirine yakin ¢ikmasimi agiklamaktadir. Bunun yaninda, Fe®’in

EPS’deki protein miktarini artirdigi bu ¢aligsma ile gosterilmistir.
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EPS’deki proteinlerin farkliligini ortaya koymak amaciyla SDS-PAGE
yapilmistir. SDS-PAGE’ye gore, Fe** ilave edilmeyen reaktdrde 29 KDa - 66
KDa molekiil agirhgindaki proteinler fazla iken; Fe*™ ilave edilende molekiil

agirhigi 66 KDa’dan biiyiik proteinler fazladir.

Fe’" ilave edilmeyen reaktorde hicbir kosulda nitrifikasyon ger¢eklesmemesine
ragmen; Fe’" ilave edilen reaktorde 42. giinde nitrifikasyon baslamus, ancak 70.
giinden itibaren tam nitrifikasyon gerceklesmistir. Nitrifikasyon gdzlenmeyen
reaktore, 1 mgFe/L Fe®" ilavesinden bir hafta sonra, bu reaktorde de
nitrifikasyon ger¢eklesmistir. Minimum Fe konsantrasyonu, Nitrosomonas
europaea i¢in 0,1 mgFe/L ve Nitrobacter winogradsky igin 0,3 mgFe/L olarak
belirlenmistir (Meiklejohn, 1953). Nitrifikasyonun Fe ilavesiz reaktdrde 195giin
boyunca gerceklesmemesi, Fe’in AOB ve NOB’ler icin gerekli bir element
oldugunu ortaya koymustur.

Fe®" ilavesi nitrifikasyon yaminda, kimyasal yolla fosfor gideriminde de olumlu
etkiye sahip olmustur. Fe’" ilave edilmeyen reaktorde c¢ikis fosfor
konsantrasyonu 5,4+1,3 mgPO4-P/L ve lmgFe/L Fe*" ilavesi ile 4,1+1,3
mgPO,-P/L iken; 10 mgFe/L Fe*" ilave edilen reaktorde 1,44+0.76 mgPO4-P/L

elde edilmistir.

Sonug olarak, calismada denenen 10 mgFe/L Fe’" ilavesi aerobik grantillerin
daha kompakt ve stabil olmasina ilave olarak; nitrifikasyonda ters etkiye sebep
olmadan, fosfor giderimini arttirarak sistemde nutrient giderimine destek
olmustur. Bu nedenle, aktif ¢gamur/ aerobik graniil camurla teknolojisi kullanilan
sistemlerde hem biyoflok/graniil yapisim1 giiclendirmede hem de nutrient
gideriminde diisiik dozlarda Fe ilavesi biyolojik fosfor giderimine alternatif

olabilecegi goriilmektedir.

Bu ¢aligma aerobik graniil camurun olusumu, yapisi ve stabilitesine Fe ilavesinin
etkisi laboratuar kosullarinda evsel atiksu karakterizasyonunu yansitan sentetik
atiksu kullanilarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, aerobik
graniil ¢amur teknolojisinin tam Olgekli tesislere uygulanmadan once, gercek
evsel ve endiistriyel atiksu kullanilarak pilot Olgekli caligsmalarla yerinde

aritilmas1 Onerilmektedir. Boylece aerobik graniil ¢amur teknolojisinin tam
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Olcekli sistemlere uygulanabilirligi gosterilmis ve bu yeni teknolojiye olan

giiven arttirilmis olacaktir.
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EKLER

Ek-1

Stok BSA c¢ozeltisi 2 mg/mL Kkonsantrasyonda hazirlanir. Protein konsantrasyonu

tayininde kullanilan standartlarin hazirlanmasi ve yapilan seyreltmeler.

Protein Konsantrasyonu (ug/ml) Stok ¢ozelti (uL) Destile su (uL)
0 0 500
10 2,5 498
20 5 495
50 12,5 488
100 25 475
200 50 450
500 125 375
1000 250 250

Ek-2

Karbonhidrat konsantrasyonu tayininde stok ¢ozeltinin hazirlanmasi ve yapilan

seyreltmeler
Karbonhidrat Konsantrasyonu Stok ¢ozelti
(ng/2ml) (uL)

10 0,5/100 ml
20 1/100 ml
30 1.5/100 ml
40 2/100 ml
50 2,5/100 ml
60 3/100 ml
70 3,5/100 ml
80 4/100 ml

Stok ¢ozelti hazirlamak i¢in 0,25 g alginat tartilir ve hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanir.
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