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ONSOZ

Bu projede, anaerobik olarak aritilmus kati atik depo sahasi sizinti suyundaki yiiksek
amonyak azotunun nitrifikasyon ve denitrifikasyon ile biyolojik olarak giderimi
aragtirlmistir. Stirekli pH ve ORP takibine gore otomatik olarak isletilen nitrifikasyon ve
denitrifkasyon sistemlerinin verimini tespit etmek i¢in, klasik isletme parametrelerine ilave
olarak reaktorlerdeki mikrobiyal gesitlilik izlenmis ve degisen sartlarin etkileri incelenmistir.
Mikrobiyal ¢esitliligi ve degisimi belirlemek i¢in 16S rDNA bazli fliloresan in situ
hibridizasyon (FISH), denatiire gradyan gel elektroforezi (DGGE), klonlama ve DNA dizi

analizi gibi molekiler mikrobiyoloji teknikleri kullanilmustir.

Siirekli pH ve ORP Takibine Dayali Biyolojik Azot Giderimi Sisteminde Nitrifikasyon
Bakterilerinin Dagilimmin Molekiiler Tekniklerle Incelenmesi isimli bu proje Tiibitak

Aragtirma Altyapisini Destekleme Programi tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Bu calismada, yiiksek miktarda amonyak igeriine sahip bir sizinti suyu ile beslenen
laboratuar 6l¢ekli nitrifikasyon ve denitrifikasyon sistemlerinde klasik isletme verimi
kontrol parametrelerine ilave olarak mikrobiyal ¢esitlilik DGGE, klonlama ve FISH gibi
molekiiler teknikler kullanilarak incelenmistir., Nitrifikasyon tanki, gerekli olan alkaliniteyi
kullamldik¢a kesikli olarak ilave etmek igin, siirekli pH takibine bagli olarak alkalinite
dozlayan bilgisayar kontrollii bir sistem ile isletilmistir. Bu sistem ile pH 7.0 civarinda
sabit tutularak, yaklasik %99 verim ve 0.16 mgNHf—N/mgUAKM.gﬁn nitrifikasyon hizi
elde edilmistir. Ayn1 zamanda, amonyak oksitleyen Nitrosomonas ve nitrit oksitleyen
Nitrobacter benzeri nitrifikasyon bakterileri yogun olarak tespit edilmistir. Ayrica, aerobik
denitrifikasyon bakterileri olan 7Thauera tiirleri de tanimlanmustir. pH ayarlamasinin
kaldirlmasindan  sonra anaerobik reaktorlerdeki verim dustisine paralel olarak,
nitrifikasyon tank: daha fazla biyolojik olarak aynisabilir KOI ile yiiklenmistir. Mikrobiyal
¢esitlilik bu degisiklikten hemen etkilenmis ve karbon gideren heterotrofik bakteriler ve
aerobik denitrfikasyon bakterileri ¢ogunluk haline gelmigtir. Daha &6nceki, yiiksek
verimleri tekrar elde edebilmek igin, hidrolik bekletme siiresi 24° den 48 saate ¢ikarilmig
ve otomatik kontrol sistemine HCI dozlayan ikinci bir pompa ilave edilmistir. Bu
onlemlerden sonra, amonyak (Nsol90) ve nitrit (NIT3) oksitleyen bakterilerin sayisi
oldukga artmugtir. Denitrifikasyon sisteminde, karbon kaynagi olarak sodyum asetat ilavesi
ile 2000 mg/l NO\-N seviyelerinde bile %98 verim elde edilmistir. Ayn1 zamanda, 20 g/l
UAKM degerlerinde yaklasik 1.34 mgNO-N/mgUAKM.giin denitrifikasyon hizlar1 elde
edilmigtir. Alinan tiim gamur numunelerinde benzer DGGE bant dagilimi goriilmiis ve

Paracoccus benzeri tiirler baskin denitrifikasyon bakterisi olarak tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Sizinti suyu, nitrifikasyon, denitrifikasyon, klonlama, DGGE, FISH
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ABSTRACT

Molecular analysis of microbial populations in two  bench-scale nitrification and
denitrification reactors fed with high ammonia landfi]] leachate were conducted in this
study by using DGGE, cloning, and FISH techniques additional to classical efficiency
control parameters. Nitrification tank was operated with a computer-controlled alkalinity
dosing system to supply the alkalinity intermittently as consumed on the basis of on-line
pH monitoring. By keeping the pH at 7.0 with this system, 99% nitrification efficiencies
and rates of about 0.16 mgNHf—N/mgVSS.day were obtained. Meanwhile, as ammonia
oxidizing bacteria Nitrosomonas-like cells and as nitrite oxidizing bacteria Nitrobacter-
related cells were intensively indicated. Moreover, some aerobic denitrifiers as 7, hauera
species were also identified. After the termination of pH adjustment in the preceding
anaerobic reactors, nitrification tank was loaded with more biodegradable COD as a result
of reduced COD removal in anaerobic reactors. Microbjal diversity was immediately
affected from this alteration and heterotrophic  carbonaceous bacteria and aerobic
denitrifiers have dominated. To provide the former high efficiencies, retention time has
increased from 24 to 48 hours and a second pump dosing HCI was included to the
automatic control system. Subsequent to these precautions, the numbers of ammonia
(Nso190) and nitrite oxidizing bacteria (NIT3) were comparatively increased. In
denitrification system, about 98% denitrification efficiencies were obtained at 2000 mg/l
NO-N concentrations if sodium acetate was supplied as carbon source. Meanwhile, with
20 gVSS/l biomass concentration, denitrification rates of about 1.34 mgNO,-
N/mgVSS.day were obtained. All sludge samples have represented similar DGGE patterns

and Paraccoceus-related species were identified as dominant denitrifying bacteria,

Keywords: Landfi]] leachate, nitrification, denitrification, cloning, DGGE, FISH




GIRIS

Geng depp sahalarinda olusan sizinti sulari, yiksek konsantrasyonda amonyak azotu
icermektedir (Inanc vd., 2000). Bu nedenle, sizinti suyu aritiminda desarj standartlarim
saglamak i¢in, amonyak giderimi sarttir. Amonyak gideriminde en uygun yéntem yaygin
olarak kullanilan nitrifikasyon-denitrifikasyon prosesidir. Sizint1 sularinda biyolojik azot
gideriminin incelendigi gesitli calismalarinda, 200 ile 2200 mg/l araliginda amonyak azotu
konsantrasyonlar1 denenmis, dért asamali Bardenpho, modifiye Lutzack-Ettinger, dénen
biodisk ve ardigik-kesikli reaktorler olmak iizere farkli reaktsr tipleri kullanilarak
yaklagik % 99 nitrifikasyon verimi elde edilmistir (Bae et al., 1997; Schiskowski &
Mavinic, 1997; Yilmaz and Ozturk, 2001; Doyle et al., 2001; Ilies and Mavinic, 2001).

Amonyak azotunu sizinti suyundan tamamen uzaklagtirilmasi i¢in, nitrifikasyon prosesini
denitrifikasyon adiminin takip etmesi gerekir. Denitrifikasyon, amonyagin oksitlenmesiyle
olusan nitrit ve nitrat azotunun giderildigi asamadir. Welander ve arkadaslart (1998),
sizintt suyu ile yaptiklart denitrifikasyon deneylerinde karbon kaynagi olarak metanol
kullanmiglar ve yaklastk 55 mg NOx-N/l.sa giderim hiz1 elde etmislerdir. Yilmaz ve
Oztiirk (2001) ise, karbon kaynagi olarak ham sizint1 suyu ve kalsiyum asetat kullanarak,
sirastyla 45.7 mg NOx-N/l.sa ve 125.7 mg NOx-N/l.sa denitrifikasyon hizlar tespit
etmiglerdir. Ayrica, literatiirde KOT giderimi ile denitrifikasyonun ayn1 reaktérde denendigi
calismalar da mevcuttur. Yiiksek KOI gideriminin yaninda, Bae ve arkadaglar1 (1997)
anaerobik filtre ile %80, Borzaconi ve arkadaglar1 de (1999) yukan akisl havasiz camur

yatagi ile %87 denitrifikasyon verimi elde etmislerdir.

Fakat, ortalama debisi yaklasik 1000 m’ /glin amonyak azotu konsantrasyonu da 2500 mg/l
olan Istanbul Kémiirciioda Kati Atik Depo Sahasi sizinti suyunda yukarida bahsedilen
giderim verimlerini saglamak gercekten zordur. Bu sizinti suyunun, detayli bir
karakterizasyonu ve anaerobik aritilabilirlik sonuglari, daha 6nceki galigmalarda verilmistir

(Inanc vd., 2000; Calli vd., 2002).

Asirt derecede yiiksek amonyak konsantrasyonlari altinda nitrifikasyon-denitrifikasyon
prosesini uygun bir sekilde isletebilmek i¢in, pH, ORP, amonyak, nitrit, nitrat, toplam ve

ucucu kati madde gibi baz klasik isletme kontrolii parametrelerine ek olarak, biyokiitle
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icindeki mikrobiyal aktivite ve cesitlilik de izlenmelidir. Daha yilksek ve sabit reaktor
performanslari elde etmek igin camur yasi, geri devir miktar1 ve havalandirma debisi gibi
isletme parametreleri mikrobiyal aktivite ve g¢esitlilik izlenerek optimize edilebilir.
Biyolojik azot gideren sistemlerindeki bakterilerin dogru olarak tanimlanmasi, tiirler arasi
zorunlu etkilesimler, diigiik biiyiime hizlari, uygun segici besi yerlerinin tam olarak
bilinmemesi gibi bir gok sebepten dolay1 yapay besi yerinde saflastirmaya baglh metotlarla
miimkiin  degildir. Son 10 yilda yayginlasan 16S rRNA/DNA bazli molekiiler
mikrobiyoloji tekniklerini kullanarak, biyolojik azot gideriminde rol alan nitrifikasyon ve
denitrifikasyon bakterilerini besi yerinde saflastirmaya ihtiyag duymadan sistem icindeki
dogal sartlarinda tammlamak ve takip etmek miimkiindiir. (Mobarry et al., 1996; Wagner
et al., 1996).

Bu projede, Komiirciioda Kati Atik Depo Sahasi sizinti suyu ile beslenen nitrifikasyon ve
denitrifikasyon reaktdrlerindeki mikrobiyal dagilim, aritim verimi kontrol parametrelerine
ek olarak denatiire gradyan jel elektroforez (DGGE), klonlama ve fliioresan in-situ
hibridizasyon (FISH) teknikleri kullanilarak aragtirllmigtir ve zamana bagli degisimler

incelenmistir.

GEREC ve YONTEM

Reaktorlerin Isletilmesi

Anaerobik olarak artilmis Koémiirctioda Kati Atik Depo  Sahast sizinti suyunun
nitrifikasyon ve denitrifikasyonu, iki ayn laboratuvar Sleekli ardisik kesikli reaktérde
gergeklestirilmistir. Deney baslangicinda reaktorler, alkol distilasyon atiksuyu aritan bir

aktif camur tesisinin havalandirma tankindan alinan ¢amur ile agilanmustir.

Nitrifikasyon deneyleri, tabana yerlestirilmis difiizorler ile havalandirilan 12 litrelik bir
pleksiglas tankta yapimistir. Nitrifikasyon tankinin 6n yiiziinde, farkl ylksekliklere
konmus {i¢ adet numune alma ve bir adet desarj vanasi bulunmaktadir. Nitrifikasyon
tankinda pH degerini diizenli olarak 7.0 - 8.0 araliginda tutmak igin on-line pH takibine
dayali ve bilgisayar kontrollii alkalinite dozlama sistemi kullanilmistir. On-line pH takip ve

ayarlama sistemi; bilgisayar, Orion 290A ion metre, WTW Sentix pH elektrotu, Velp sp




311 peristaltik pompa ve AD/DA ¢eviriciden olusmaktadir. Sizint: suyunun anaerobik
olarak arttildign reaktorlerde pH ayarlamasi durdurulunca, nitrifikasyon tankinda pH
degerlérg 9.0’a kadar yiikselmistir. Bu sebeple, pH degerini 8.5” un altina indirmek igin,
otomatik kontrol sistemine, asit dozlayan ikinci bir pompa eklenmistir. Nitrifikasyon deney

diizenegi Sekil 1°de gériilmektedir.

Peristaltik | 12 L
pompd 0o © ] \
00,0 g°o
0°% 0 0° | Orion 290A
Hava——* pH metre
HCI NaHCO; Nitrifikasyon Tanki
—

Sekil 1. Siirekli pH takibine dayali laboratuar 6lgekli nitrifikasyon diizenegi

Denitrifikasyon deneyleri, zaman kontrolii ile kanstirilan 5 litrelik bir pleksiglas tank
i¢inde nitrifikasyon tanki ¢ikigt kullanilarak yapilmustir. pH ve ORP degerleri, Orion 290A
ve Jenway 3040 iyon metreler ile on-line Olgiilerek bilgisayara kaydedilmistir. Sekil 2’de
deney diizenegi goriilmektedir. Uygun karbon kaynagimi belirlemek igin denitrifikasyon

tankina sirasiyla metanol, glikoz ve sodyum asetat ilave edilmistir.

On-line pH ve ORP takibine ek olarak, nitrifikasyon ve denitrifikasyon tanklarinda reaktér
performansini belirlemek amactyla, amonyak, nitrat, nitrit, alkalinite, KOI, toplam ve
ucucu askida kati madde (AKM ve UAKM) 6lgiimleri yapilmistir. Yapilan deneylerde

standart metotlar kullanilmistir.
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Orion 290A Jenway 3040

H met Denitrification Tank
pH meter Ton analyzer

Sekil 2. Siirekli pH ve ORP takibi ile ¢aligan denitrifikasyon diizenegi

Mikrobiyal dagilimi takip etmek ve degisimleri incelemek igin, nitrifikasyon ve
denitrifikasyon tanklarindan, biitiin deney siiresini temsil edecek sekilde farkli giinlerde
¢amur numuneleri alinmig ve bu numuneler, DNA izolasyonuna kadar derin dondurucuda

(-20°C) muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu ve PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) amplifikasyonu

DNA’lar izole edilecek ¢amur numuneleri, 0.1 mm zirconia/silica boncuklar kullanilarak
mekanik olarak dagitilmis ve dagilan bakteri hiicreler patlatilmistir. Mekanik par¢alamadan
sonra ortaya ¢ikan DNA, Oude Elferink ve arkadaglani (1997) tarafindan kullanilan
prosediire gore izole edilmis ve saflagtinilmugtir. zole edilen DNA’larin 16S rDNA geni
tizerindeki V6-V8 bolgesi, GC-968 For ve UNI-1401 Rev primerleri ile DGGE analizinde
kullanilmak {izere PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR amplifikasyonlar1 Progene Termocycler
kullanmilarak gerceklestirilmistir. 16S rRNA geninin tamamim ¢ogalmak i¢in kullanilan
PCR programi séyledir: 6n denatiirasyon (94°C, 5 dak), 25 devir denatiirasyon (94°C, 30
sn), annealing (52°C, 20 sn) ve elongasyon (68°C, 40 sn) dongiisii ve son elongasyon
(68°C, 7dak). Ayni program 16S rRNA geni iizerindeki V6-V8 bolgesini ¢ogalmak igin de
kullamlir ancak dongii sayis1 35, annealing sicakligt da 56°C’ dir. Tiim PCR programlarn
+4 °C ile sonlanir. Klonlanma ve DGGE’de kullanilacak PCR iiriinleri énce etidyum

bromiir boyal1 agaroz gellerde kontrol edilir.

11
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DGGE (Denatiire Gradyanf Gel Elektroforezi) ve Klonlama

PCR i;iriinlerinin DGGE’ si, BioRad D-Code Universal Mutation Detection System
(BioRad) ile, Niibel ve arkadaslar (1996) tarafindan verilen prosediire gore yapilmustir.
Poliakliramit konsantrasyonu %8’dir ve %35-55’lik denatiire gradyan kullanilmustir.
Elektroforez 16 saat siireyle 85 V* da gergeklestirilmis sicaklik 60°C de sabit tutulmugtur.

Gel, Sanguinetti ve arkadaglarimn (1994) prosediiriine gére giimiisle nitrat ile boyanmugstir.

Cogaltilan 16S rRNA genleri QIAquick PCR saflastirma kiti kullanilarak saflagtirilip,
ampicilin duyarhilifi ve mavi/beyaz renk o6zelligi olan pGEM®-T Easy Vector sistemi
(Promega) kullanilarak E. coli (JM109) hiicrelerine aktarilmistir. Klonlanan 16S rRNA
genleri Mspl (Fermentas) enzimi kullanilarak yapilan RFLP (restriiksiyon fragman dizi
farkhihig1) analizi ile birbirinden ayirt edilmis ve denatiire gradyan gel tizerinde yiiriitiilerek
temsil ettigi bant tespit edilmistir. Segilen klonlar Wizard Plus SV Miniprep DNA
saflagtirma kiti (Promega) kullanularak saflastimlmistir. Saflagtirlan DNA’larin dizi
analizleri yurt disinda, 6zel bir dizi analizi laboratuarinda (SeqLab, Almanya) yapimgtir.
Elde edilen DNA dizileri, NCBI (National Center for Biotechnology Information) nin veri

tabaminda bulunan diziler ile karsilagtinlmis ve benzerlikleri kurulmusgtur.

Fliioresan In-situ Hibridizasyon (FISH)

Camur numuneleri %4’liik paraformaldehit-PBS soliisyonu i¢inde bir gece 4°C° de
bekletilerek sabitlenmigtir. Sabitlenen hiicreler teflon slaytlara konularak steril kabinde
kurutulmugtur (Raskin et al.,1994). Isaretlenmis problar: (Cy3 icin 30 ng/kuyu, Fluos i¢in
50 ng/kuyu) (MWG Biotech, Ebersberg) igeren hibridizasyon soliisyonu (0.9 M NaCl, 20
mM Tris/HCI, pH 8.0, %0.01 SDS) kullanilarak numuneler 2 saat boyunca 46°C de
hibridize edilir. Optimum hibridizasyon kalitesini elde etmek icin Tablo 1 de verilen
konsantrasyonlara gére formamit eklenmistir. Hibridizasyondan sonra, ytkama soliisyonu
(probsuz hibridizasyon soliisyonu) ile baglanmayan oligoniikleotitler yikanmigtir.
DNA’lar1  boyamak igin yikama soliisyonuna 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (100
pl of %0.1 DAPI) eklenmistir. Daha sonra slaytlar 48°C de 10 dakika boyunca yikama
soliisyonunda bekletilir, su ile durulandiktan sonra hemen kurumaya birakilir. Slaytlar
Olympus BX50 mikroskop ile incelenmis ve mikroskoba bagli bir dijital kamera ile

goriintiilenmisgtir.
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Tablo 1. Fliioresan in-situ hibridizasyon da kullanilan oligoniikleotit proplar

Probun Kullanilan Formamit Niikleotid Dizisi (5’- 3°) Hedef Ref.
adi | Boya (%) mikroorganizma
EUB 338 Fluos 20 GCT GCC TCC CGT AGG AGT  Tiim Bakteriler 1
ALF 1b Cy3 35 CGTTCG Y TCT GAG CCA G o Proteobacteria
BET 42a Cy3 35 GCCTTCCCACTTCGTTT B Proteobacteria 2
GAM 42a Cy3 35 GCCTTC CCA CATCGT TT y Proteobacteria
Nso 1225 Cy3 35 CGC CAT TGT ATT ACG TGT  Amm. Oxid. B
GA Proteobacteria
Amm. Oxid.
Nso 190 Cy3 35 CGATCC CCTGCTTTTCTC C ,
Proteobacteria
Nitrosomonas spp. 3
Nsm 156 Cy3 35 TATTAG CACATCTTITCGA T Nitrosococcus
mobilis
Nsv 443 Cy3 35 CCG TGA CCG TTT CGT TCC G Nitrosospira spp.
NIT 3 Cy3 35 CCT GTG CTC CAT GCTCCG  Nitrobacter spp.

1. Amann vd., 1990
2. Manz vd., 1992
3. Mobarry vd,, 1996

BULGULAR ve TARTISMA

Nitrifikasyon

Nitrifikasyon deneyleri siiresince, gerekli alkaliniteyi saglamak amaciyla, sodyum
bikarbonat, baglangigta tek seferde ve pH’a bagli olarak siirekli olmak iizere iki farkl
sekilde dozlanmigtir. Alkalinite ihtiyaci pratik verilere gore hesaplanip sodyum bikarbonat
tek seferde ilave edildigi zaman, pH degeri nitrifikasyonun gergeklesmesini engelleyecek
yiiksek seviyelere ¢ikmigtir (1. periyot). Bu nedenle, pH dengesini bozmadan, ihtiyaca gére
azar azar dozlama yapabilmek igin, on-line pH takibine dayali bilgisayar kontrollii
alkalinite dozlama sistemi gelistirilmistir. Bu sistem sayesinde, pH degerini 7 de tutarak,

0,16 mg NH"-N/mgUAKM. glin civarinda nitrifikasyon hizlar elde edilmistir (2. periyot).

2. periyodun sonuna dogru, 142. giinde alinan ¢amur numunesinde, DAPI boyama ile tespit
edilen mikroorganizmalarin yaklastk %70’i EUB338 (tim bakteriler) probu ile de sinyal
vermistir. Beklenmedik bir sekilde, geriye kalan %30’luk kismi, uzun ipliksi yapilariyla
muhtemelen anaerobik reaktorlerden kacan ve aktif olmayan Methanosaeta benzeri

metanojenler olusturmustur.
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Bakteri popiilasyonu iginde Proteobacteria’ nin sadece alfa (Alflb) ve beta (Betd2a) alt
gruplar1 tanimlanmustir. rBundan bagka, beta alt grubundan Nitrosomonas ve Nitrosococcus
mobilis;-benzeri (Nsm156) amonyak oksitleyen bakteriler ve alfa alt grubunda da
Nitrobakter-benzeri (NIT3) nitrit oksitleyen bakteriler belirlenmistir (Sekil 3).
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Nitrifikasyon 221. giin
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Beid2s

Nitrifikasyon 284. giin

Sekil 3. Nitrifikasyon tankindan 221 ve 284. giinlerde alinan ¢amur numunelerinde DAPI
boyama (a, c, e, g, i, k ) ve FISH (b, d, f, h, j, 1) sonuglari (1000 x). Mikroskop ile cekilen
DAPI boyama ve FISH fotograflar1 ayni alam gostermektedir.

14




DGGE jeli iizerinde bazi belirgin bantlar, beta Proteobacteria grubunun Rhodocyclus
ailesine ;ait Thauera terpenica (% 99) ve Thauera mechernichii (% 98) gibi aerobik
denitrikasyon bakterileri olarak tanimlanmistir. Thauera mechernichii’ nin sizinti suyu
aritan aerobik bir sistemden izole edildigi diisiiniiliirse, nitrifikasyon tankinda Thauera-

benzeri bakterilerin varligi normal bulunmustur (Sholten vd., 1999).

pH ayarlamasi birakilinca, anaerobik reaktorlerdeki KOI giderimi azalmis ve bu yiizden
nitrifikasyon sitemine daha fazla biyolojik olarak ayrigabilir KOI gelmeye baslamistir. 3.
periyotta, giristeki yiiksek KOI, pH ve alkalinite degerleri sebebiyle daha az sodyum
bikarbonat dozlamasi gergeklesmis, bu yiizden ortalama nitrifikasyon hiz1 0.11 mg NH,'-
N/mgUAKM.giin’e diismistir. Bu periyotta, diigiik nitrifikasyon hizlarina ragmen, 2.
periyottaki gibi % 99 civarinda nitrifikasyon verimi elde edilmigtir (Sekil 4). 185. giinde
yaklagik 1500 mg/l amonyak azotu, 201 doz 15,8 mg/l sodyum bikarbonat ilavesi ile
nitrifiye edilmistir. 2. ve 3. periyotlar: temsil eden 185. giindeki nitrifikasyon deneyinin
nitrit, nitrat, amonyak ve on-line pH degerleri Sekil 5a ve Sb’> de verilmigtir. 172. ve 197.
giinlerin (3. periyot) DGGE ve FISH sonuglar, 142. gliniin (2. periyot) sonuglari ile 6nemli

derecede benzerlik gostermistir.
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Sekil 4. Nitrifikasyon tanki girig ve ¢ikis amonyak degerleri
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Sekil 5. 185. giinde nitrifikasyon tankinda 8lgiilen amonyak, nitrit, nitrat (a) ve on-line pH

degerleri (b)

3. periyottun sonunda bagslayan ve 4. periyotta belirginlesen verimdeki diisiis, nitrifikasyon
tankinda pH degerinin yiikselmesine neden olan alkalinite birikmesiyle ortiismektedir. Bu
sartlarda, 6nceki periyotlardaki nitrifikasyon verimini saglamak i¢in, hidrolik bekletme
stiresi 24 saatten 48 saate ¢ikartlmistir. Bunun yaninda, havalandirmanin bagslamasiyla

hizla yiikselen pH'1 ayarlamak i¢in, hidroklorik asit dozlayan ikinci bir pompa sisteme
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dahil edilmigtir. Bu degisiklikten sonra, 5. periyotta, 1000 mg/L. amonyak ve 4000 mg/L.
KOI konsantrasyonlarinda, yaklasik %98-99 nitrifikasyon verimlerine ulasilmistir (Sekil
4). Nitrifikasyon hizi 0,08 ve 0,11 mgNH,-N/mgUAKM.giin araliginda degismistir.

4. periyotta, nitrifikasyon tankindaki mikrobiyal ¢esitlilik, giris pH degerindeki artisa
paralel olarak hemen etkilenmistir. DAPI boyama ve FISH sonuclarina gore, 221. giinde
Bet42a ile sinyal verip Nso190 ve NIT3 problar1 ile hibridize olmayan bakteri tiirlerinde
agir1 bir artis olmustur (Sekil 3a-). DGGE ile 221. giinden dnce agikga gériinmeyen yogun
bantlar ve daha énce Thauera-benzeri tiirler olarak tanimlanan aerobik denitrifikasyon
bakterilerine ait daha yogun bantlar, mikrobiyal gesitlilikteki degisimi desteklemistir. Son
periyotta, tankta kalma siiresi 48 saate ¢ikarildiktan ve pH’daki artis online asit dozlamas:
ile dnlendikten sonra; 255., 284. ve 316. giinlerde amonyak (Nso190) ve nitrit (NIT3)

oksitleyen bakterilerin sayisinda orantili bir artig gozlenmistir (Sekil 3g-1).

Denitrifikasyon

Anaerobik olarak aritilan ve nitrifiye edilen Kémiirciioda Kati Atik Depo Sahast sizinti
suyunun denitrifikasyonu sirasinda, organik karbon ihtiyacini kargilamak igin ii¢ farkli
madde denenmistir. Oncelikle, 45. gline kadar denitrifikasyon tankina karbon kaynagi
olarak sirasiyla metanol ve glikoz eklenmig ve fakat elde edilen diisiik verim nedeniyle,
daha sonraki dsnemde sodyum asetat kullanilmigtir. Bazi isletme problemleri disinda, 1200
mg/I' den yiiksek NO-N konsantrasyonlarinda bile, 8-12 saat i¢inde, %97-99 civarinda
verimler elde edilmistir (Sekil 6). 130 ve 165. giinler arasinda, daha yiiksek nitrat
konsantrasyonlarindaki denitrifikasyon performansini incelemek amaciyla, tanka ekstra
nitrat kaynagi olarak potasyum nitrat (KNOs) eklenmistir. Bu sayede 2000 mg/l” ye kadar
¢tkan NO\-N degerlerinde bile, yeterli miktarda organik karbon ilavesi ile denitrifikasyon
hizli ve verimli bir sekilde gergeklestirilmistir.  Yiiksek UAKM degerlerinde (20 g/I)
cahistinlan sistemde yaklasik 1,34 mgNO-N/mgUAKM.giin denitrifikasyon hizi elde
edilmigtir. Ustelik, online pH ve ORP takibiyle, denitrifikasyon prosesinin bitis siiresi ve

denitrifikasyon hizi daha kolay ve kesin olarak belirlenmistir (Sekil 7¢ ve d).

Denitrifikasyon tankindan alinan ¢amur numuneleri ile yapilan DGGE analizlerinde
birbirine gok benzeyen tiir dagilimlari goriilmistiir. Bununla birlikte, alfa Proteobacteria

grubunun  Rhodobacter ailesine ait Paraccocus benzeri tirler, baskin denitrifikasyon
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bakterileri olarak tespit edilmistir. Bazs DGGE bantlari, Paracoccus alcaliphilus (%98),
Paracoccus  soltentivorans (%98), Paracoccus denitrificans (%97) ve Paracoccus
alkenifér (%97) olarak tanimlanmigtir. DAPI boyal hiicrelerin Alf1b ile kuvvetli sinyaller
vermesi genellikle alfa-Proteobacteria grubuna mensup olan denitrifikasyonlann sistemde

bol miktarda bulundugunu gostererek DGGE sonuglarim desteklemistir.
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Sekil 6. Denitrifikasyon tanki girig ve ¢ikis NOx-N (nitrit + nitrat) degerleri

SONUCLAR

Elde edilen sonuglar, yiiksek amonyak igerigine sahip ve anaerobik olarak artilmig sizinti
suyunun nitrifikasyonunun, gerekli olan alkaliniteyi tiketildikge pH takibine bagl olarak
dozlayan bilgisayar kontrollii bir sistem ile bagariyla gergeklestirilecegini géstermektedir.
Otomatik kontrol ile yaklasik 0,16 mgNHf—N/mgUAKM.giin seviyelerinde yiiksek
nitrifikasyon hizlan elde edilmistir. Ayrica, nitrifikasyon sisteminin 6niinde bulunan
anaerobik reaktérlerdeki KOI giderim verimlerinin, nitrifikasyon hizi ve verimi iizerinde
dogrudan etkili oldugu belirlenmistir. Nitrifikasyon tankina daha fazla miktarda biyolojik
olarak ayristirilabilir KOI yiikii geldiginde, karbon kullanan heterotrofik bakteriler ve
Thauera tiirleri gibi aerobik denitrifikasyon bakterileri, daha o©nce yogun olan

Nitrosomonas ve Nitrobacter - benzeri nitrikikasyon bakterilerine oranla miktarsal olarak
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baskin hale gelmislerdir. Ilave karbon kaynagi olarak sodyum asetat eklenince,

denitrfikasyon sisteminde % 98" in iizerinde verim ve vaklasik 1,34 mgNO,-
N/mgUAKM.giin seviyelerinde tiiketim hizlari elde edilmistir. Tim deney periyodu
stiresince,  Paraccoccus-benzeri  tirler  baskin denitrifikasyon bakterileri olarak
tanimlanmistir.
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