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OZET

ANAMMOX BAKTERILERININ AKLIMASYONU ICIN UYGUN ASI
CAMURUNUN BELIRLENMESI

Selin COBANSOY
Yiiksek Lisans Tezi, Cevre Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Doc. Dr. Ash Seyhan CIGGIN
Haziran 2018; 60 Sayfa

Azotun ¢evresel etkilerini azaltmak amaciyla siki atiksu desarj standartlari
uygulanmaktadir.  Geleneksel nitrifikasyon-denitrifikasyon proses yol izinin
kisaltilmasiyla uygulanan yeni teknolojilerin kesfedilmesiyle azotun biyolojik doniisiimii
daha ekonomik ve verimli hale gelmistir. Anammox (anaerobik amonyum oksidasyonu)
prosesi, havalandirma ve karbon kaynagi maliyetlerinde azalma acisindan sagladigi
faydalarindan dolay1 en ¢ok tercih edilen azot giderim prosesidir. Prosesin pratik
uygulama igin temel dezavantaji Anammox bakterilerinin diisiik ¢ogalma hizi nedeniyle
uzun bir isletmeye alma donemi gerektirmesidir. Bu nedenle, en uygun asi ¢camurunun
secimi isletmeye alma siirecinde son derece dnemlidir.

Bu kapsamda, bu ¢alismanin amaci anammox bakterilerinin aklimasyonu igin
uygun asl gamurunun ve uygun besleme siiresinin belirlenmesidir. Bu amagla, aerobik ve
anaerobik camur karigimi ile olusturulan as1 ¢amuru ve kati atik diizenli depolama
sahasindan temin edilen as1 gamuru olmak {izere iki farkli as1 gamuru kullanilmistir. Bu
iki as1 ¢amuruna farkli besleme kosullari uygulanarak anammox bakterilerinin
aklimasyonu i¢in en uygun as1 ¢camuru arastirilmistir. Oldukca yavas ¢ogalma hizlarina
sahip olduklar1 i¢in anammox bakterilerinin aklimasyonu i¢in ¢ok uzun siirecler
gerekmektedir. Aklimasyon ¢alismalari sirasinda uzun aklimasyon sdreleri uygulamak
yerine anammox bakterilerine 6zgi hidrazin sentaz enzimine ait genin toplam bakteri
miktarina nispi miktart belirlenerek, kisa siirede kullanilan as1 ¢camuru ve uygulanan
besleme kosullarin anammox bakterilerinin aklimasyonu i¢in uygun olup olmadig
aragtirtlmistir. Yiriitiilen deneysel ¢alismalar sonucunda, anammox bakterilerinin aklime
edilebilmesi icin aerobik ve anaerobik ¢amur karigiminin as1 gamuru olarak kullanilmasi
ve beslemenin en az 2 saat siiyle uygulanmasi gerektigi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Anammox, Biyolojik Azot Giderimi, Denitrifikasyon,
Nitrifikasyon, Mikrobiyal Ekoloji.

JURI: Dog. Dr. Asli Seyhan CIGGIN
Prof. Dr. Hasan MERDUN
Prof. Dr. Gokhan CIVELEKOGLU



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE SUITABLE INOCULUM FOR THE
ACCLIMATION OF ANAMMOX BACTERIA

Selin COBANSOY
MSc. Thesis in Environmental Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ash Seyhan CIGGIN
Haziran 2018, 60 pages

Strict wastewater discharge standards are applied in order to reduce the
environmental effects of the nitrogen. The biotransformation of the nitrogen has become
more economical and efficient with the discovery of new technologies applied by
shortening the conventional nitrification-denitrification process pathway. The Anammox
(anaerobic ammonium oxidation) process is most preferred nitrogen removal process
because of its benefits in terms of reduction in aeration and carbon source costs. The main
disadvantage of the process for practical application is the requirement of long
acclimation periods due to the low growth rate of Anammox bacteria. For this reason, the
selection of the most suitable inoculum is crucial in the startup of the process.

In this context, the aim of this study is to determine the appropriate inoculum and
the feeding time for the acclimation of the anammox bacteria. For this purpose, two types
of inoculum were used, namely inoculum formed by aerobic and anaerobic sludge
mixture and inoculum obtained from the solid waste landfill site. The most suitable
inoculum was investigated for the acclimatization of anammox bacteria by applying
different feeding conditions to these two inoculum. Because very slow growth rates of
anammox bacteria, very long processes are required for the acclimation period. Therefore,
instead of applying the long acclimation periods during acclimation studies, the suitability
of the inoculum and feeding conditions for acclimation of anammox bacteria were
determined in a short time by analyzing the relative amount of hydrazine synthase gene,
which is specific to anammox bacteria. The results of experimental studies were revealed
that anammox bacteria can be acclimated by applying at least 2 hours of feeding period
when aerobic and anaerobic sludges are used as inoculum.

KEYWORDS: Anammox, Biological nitrogen removal, denitrification, nitrification,
Microbial ecology.
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GIRIS S. COBANSQOY

1. GIRIS

Asir1 azot konsantrasyonu (0zellikle amonyum formunda) sucul sistemlerin
islevselligini bozmakta ve halk saglig: riski olusturmaktadir. Azotun olumsuz etkilerini
Oonlemek veya azaltmak amaciyla, siki atiksu desarj standartlar1 uygulanmakta ve azot
desarjinin kontrolii icin etkili giderim teknolojilerinin uygulanmas: talep edilmektedir.
Yiiksek azot konsantrasyonu i¢eren atiksulardan azotun yaygin olarak uygulanmakta olan
klasik nitrifikasyon-denitrifikasyon prosesleri ile tamamen giderilmesi igin buyuk
miktarda karbon kaynagi gerekmektedir. Fakat sizint1 suyu, biyolojik stabilizasyon ¢ikis
sular1 ve gesitli endiistriyel faaliyetler sonucu agiga ¢ikan atiksularda bulunan organik
karbon miktar1 denitrifikasyonun ger¢eklesmesi igin ihtiyag duyulan organik madde
miktarini karsilayacak diizeyde degildir (Tchobanoglous 2003).

Karbon eklenmesi art1 maliyet anlamina geldigi i¢in son yillarda yiiksek amonyum
azotu igeren atiksularda azot giderimi i¢in yeni prosesler gelistirilmistir. Klasik azot
giderimi proseslerine alternatif bir biyolojik strateji olarak amonyumun nitrite
oksitlenmesine dayali olan nitrit rotasi ile kisayol azot ¢evrimini igeren teknolojilerin
gelistirilmesine yonelik calismalar hiz kazanmistir. Nitrit {izerinden nitrifikasyon ya da
kismi nitrifikasyon olarak tanimlanan proseste geleneksel nitrifikasyon adiminda
gerceklesen amonyagin nitrite ve ardindan nitrata doniisiimiinden farkli olarak amonyum
sadece nitrite oksitlenmektedir. Kismi nitrifikasyon uygulanmasiyla havalandirmada
%25 tasarruf elde edilebilmektedir. Kismi nitrifikasyonun ardindan Anammox prosesinin
uygulanmas1 ise atiksuyun organik karbon kaynagi ilavesi gerekmeksizin aritimini
saglamaktadir.

Anaerobik amonyum oksidasyonu (anammox), anaerobik kosullar altinda
elektron alicis1 olarak nitritin varlifinda amonyumun oksitlenerek azot gazinin iiretildigi
prosestir (Strous vd. 1998). Oksijen ve harici karbon gerektirmeyen diisiik maliyetli
anammox prosesinin en biylk sorunu anammox bakterilerinin oldukga diisiik ¢ogalma
hizina sahip olmasidir. Diisiik biyokiitle spesifik cogalma hizi proses dizayni sirasinda
g6z Oniine alinmasi gereken 6nemli bir parametredir ve ¢ok biiylik reaktdr hacmi ile
yiiksek biyokiitle alikonma siiresi saglanmasini gerektirir (Lotti vd. 2015). Ayrica,
anammox biyokitlesinin  karakterindeki herhangi bir degisim veya isletme
parametrelerinin degismesi sonucu diger mikrobiyal tiirlerin asir1 ¢ogalmasi, anammox
bakterilerinin azalmasina ve bunun sonucunda da sistemin kararli halinin bozulmasina
sebep olabilmektedir. Bu nedenle, en uygun asi ¢amurunun se¢imi veya reaktorde
anammox bakterileri birikimini elde etmek igin en verimli reaktdr sisteminin segimi
isletmeye alma siirecinde son derece dnemlidir. Anammox bakterilerinin diisiik cogalma
hizi nedeniyle, proses anammox kiiltiirii ile isletmeye baglatilamadigi durumlarda, prosesi
isletmeye alma siireci ¢ok uzun olmaktadir. Anammox prosesinin isletmeye alma siiresini
kisaltmak i¢in uygun kosullar1 belirlemek amaciyla farkli reaktor konfigiirasyonlarinda
aktif camur, nitrifikasyon bakterisi ve anaerobik ¢amur gibi farkli baslangi¢ asi camurlari
ile aragtirmalar yiiriitilmiistiir.

Bu dogrultuda, tez kapsaminda, ayni as1 ¢amuruna farkli besleme kosullarinin
uygulanmasi ve farkli asi camurlarina ayni besleme kosullarinin uygulanmasi ile
anammox prosesinin igletmeye alinmasi i¢in uygun asi ¢amurunun ve besleme
kosullarinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla, aktif camur ile nitrifikasyon
bakterisinden olusan ¢amur ile anaerobik ¢camur karistirilarak olusturulan as1 gamuru ile
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diizenli depolama sahasindan temin edilen as1 camuru olmak {izere 2 farkli ag1 camuru ile
anammox bakterilerinin zenginlestirilmesi i¢in caligmalar yiiriitilmistir. Ayrica,
anammox bakterilerinin aklimasyonu amaciyla yaygin olarak kullanilan aktif ¢amur ile
anaerobik camurun karisimi ile olusturulan asi ¢amuruna farkli besleme kosullari
uygulanarak besleme kosullarinin azot giderimindeki roll arastirilmistir. Caligmanin son
asamasinda, aerobik aktif camur, anaerobik ¢amur ve diizenli depolama sahasindan temin
edilen camur karistirilarak olusturulan as1 camuru paralel isletilen iki reaktore eklenerek
farkli besleme kosullarinin azot giderimini ne sekilde etkileyecegi arastirilmistir.

Caligmalar kapsaminda aklimasyon (bakterilerin kosullara alistirilmasi)
siireclerinin incelenmesi amaciyla, azot gideriminin gerceklestigi proseslerden sorumlu
enzimlere 6zgu genlerin farkli kosullardaki bakterilere nispi miktarlar1 polimeraz zincir
reaksiyon (PCR) ile belirlenmistir. Boylece, farkli asi ¢amurlar1 ve farkli besleme
kosullarinda isletilen reaktorlerde, anammox bakterilerinin aklimasyonu i¢in uygun asi
camuru ve besleme kosullar1 uzun aklimasyon siireleri uygulanmadan, bakterilerin
proseslerden sorumlu enzimleri (retme potansiyeli belirlenerek kisa siirede
degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Dogada Azot Cevrimi

Azot bircok biyojeokimyasal proseste rol oynayan énemli elementlerden biridir.
Azot yagam icin onemli olan niikleik asitler, karbonhidratlar, aminoasitler gibi bir¢ok
maddenin 6nemli yapi taglarindandir. Azot ¢evrimi inorganik ve organik azot formlarimin
birbirine doniisiimiinii igerir (Spieck ve Bock 2005). Azot formlar1 dogal olarak karasal,
sucul ve atmosferik ekosistemlerde ¢esitli biyolojik ve kimyasal prosesler ile ger¢eklesen
azot fiksasyonu, mineralizasyon, nitrifikasyon ve denitrifikasyon sureclerini iceren bir
dongl halindedir. Azot geviriminde jeosfer, atmosfer ve biyosferde farkli formlarda
bulunan azotun hareketi diizenlenir. Canli biinyesinde, besin maddelerinde ve o6lU
organizmalarda bulunan azot, dogada azot ¢evrimi i¢inde bir dongii halindedir (Sekil 2.1).

—

Denitrifikasyon N; (Atmosferde)

Bakterileri

Simgek

Yildirim Rhizobium
Mavi-Yesil Algler Bakterileri
Azot Bakterileri
.. Protein _ N
Uretici == Protein == Tiiketici == Ayristirici
Sentezi
l Cilirime
ND3 — N02 A— NH3
Nitrat Nitrit
Bakteriler: Balteriler:

Sekil 2.1. Dogada azot ¢evrimi

Sekil 2.1°de goriildiigii lizere; azot, atmosferde azot gazi (N2) seklinde bulunur.
Toprakta ise amonyak (NH3), nitrat (NO3) ve nitrit (NO2) seklinde bulunur. Atmosferdeki
azot gazinin bir kismi, simsek ve yildirirm sonucunda agiga cikan enerjinin etkisi ile
oksijen gazi ile tepkimeye girerek nitrat ve nitrit seklinde yeryiiziine diiser. Azot gazinin
bir kismi1 da azot fiksasyonu olarak tanimlanan proseste azot baglayicit bakteriler
tarafindan baglanir ve topraga verilir. Ayn1 zamanda, Rhizobium bakterileri atmosfer
azotunu baglar ve bitkiye verir. Mineralizasyon olarak tanimlanan proseste ise, tiretici
canlilar topraktaki nitratt ve Rhizobium bakterileri tarafindan baglanan azotu kullanarak
protein, DNA (Deoksiriboniikleik Asit), RNA (Ribontkleik Asit) ve ATP (Adenozin
Trifosfat) sentezi gergeklestirir. Uretici canlilarin besin zincirine katilmasi sonucunda,
azot bir canlidan diger bir canliya aktarilir. Olen canlilarm ayristiricilar tarafindan
parcalanmasi sonucunda, amonyak agiga ¢ikar. A¢iga ¢ikan amonyak, topraktaki nitrit
bakterileri tarafindan kullanilarak nitrite ve ardindan nitrat bakterileri tarafindan
kullanilarak nitrata doniistiiriiliir. Nitrit ve nitrat bakterilerinin gergeklestirdikleri bu
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doniisiim olayma nitrifikasyon denir. Topraktaki nitratin bir kismi, tekrar ireticiler
tarafindan almir. Nitratin geri kalan kismi ise denitrifikasyon bakterileri tarafindan
pargalanir ve atmosfere azot gazi seklinde birakilir. Boylece azot dongiisii tamamlanur.

2.2. Mikrobiyal Azot Cevrimi

Azot dOniisiimiinde goérev yapan yeni mikroorganizmalarin kesfi ve bu
mikroorganizmalarin  gergeklestirdigi prosesler hakkinda arastirmalar yapilmasi
sonucunda mikrobiyal azot gevrimi basit bir cevrimden ¢ok daha kompleks bir gevrime
dontismiistiir. Yaklasik 20 yil 6ncesine kadar, nitrifikasyon bakterileri ve denitrifikasyon
bakterileri mikrobiyal azot ¢evrimindeki iki 6nemli biyokimyasal prosesi gergeklestiren
baslica mikroorganizma gruplar1 olarak disiiniilirdd (Strous ve Jetten 2004). Yeni
kesiflerin ardindan anaerobik amonyum oksitleyen bakteriler ve amonyak oksitleyen
arkelerin (AOA) dogal ekosistemlerde amonyumu oksitleme kapasitesi dogrulanmis ve
azot ¢evriminde azot akiginin biiyiik bir kisminin daha 6nce kabul edilenin aksine
Anammox ve AOA'’lar tarafindan gergeklestirildigi belirlenmistir (Strous vd. 1999;
Kdenneke vd. 2005).

Yeni mikroorganizmalarin kesfi ile geleneksel azot ¢evriminde gerceklesen azot
fiksasyonu, mineralizasyon (amonifikasyon), nitrifikasyon ve denitrifikasyon
proseslerine ek olarak, nitratin amonyuma katabolik indirgenmesi (DNRA) ve anammox
proseslerinin azot ¢evriminde rol oynadiginin belirlenmesiyle azot ¢evriminin Sekil
2.2°de goriildiigl gibi gerceklestigi belirlenmistir.

Organik NH; Anammox NOs

e NOE_

Sekil 2.2. Mikrobiyal azot gevrimi

Oksijenin yoklugunda termodinamik olarak en ¢ok tercih edilen elektron alicisi
nitrattir. Yeni kesifler 1s181inda, nitratin geleneksel denitrifikasyon prosesine ek olarak
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DNRA prosesinde de kullanildigi belirlenmistir. DNRA prosesinin ilk adiminda nitrat
nitrite indirgenmekte ve ardindan nitritin amonyuma indirgenmesi ger¢eklesmektedir.
King ve Newdwell (1985) tarafindan DNRA’nin organik elektron verici
konsantrasyonunun fazla ve nitrat konsantrasyonunun az oldugu ortamlarda
gerceklesebilecegi belirlenmistir. DNRA veya denitrifikasyon proseslerinden hangisinin
baskin proses olacagi mevcut elektron verici ve elektron alic1 arasindaki orana baghdir
(Smith ve Zimmerman 1981; Tiedje vd. 1982).

Azot cevriminin son prosesinde amonyumun anaerobik oksidasyonu sonucunda
azot gazi tretilmektedir (van de Graaf vd. 1995; Jetten vd. 2001; Dalsgaard vd. 2003;
Kuypers vd. 2003). 1977 yilinda Broda tarafindan yapilan termodinamik hesaplamalara
gore dogada azotun doniisiimii i¢in 6nemli iki tiir bakteri oldugu onerilmistir (Broda
1977). Yaklasik 20 yil sonra 1990’larda denitrifikasyon gerceklestirilen bir reaktérden
onemli miktarda amonyumun yok oldugu gozlenmistir (Mulder vd. 1995). Bu reaktoriin
biyokiitlesi as1 olarak kullanilarak kiiltlir zenginlestirme calismalari baslamistir.
Baslangigcta amonyumun anaerobik gideriminin nitrata dayali oldugu diisiiniilmiistiir.
Ancak proseste elektron verici olarak bulunan nitratin nitrite indirgendigi ve nitritin
amonyum oksidasyonunda elektron verici olarak gorev aldigr belirlenmistir (Mulder vd.
1995). Calismalarin sonucunda Anammox bakterilerin esit mol oraninda amonyum ve
nitrit saglandiginda azot gazi olusturdugu belirlenmistir (van de Graaf vd. 1996).
Anammox deniz ekosisteminde azot gazi iiretimine Onemli katki saglamaktadir
(Dalsgaard vd. 2003, 2005; Francis vd. 2007). Dogal sulak alanlarda Anammox ile
yapilan c¢aligmalar azot gazi1 iiretiminde Anammox’un kii¢iik bir rol oynadigim
gosterirken atiksu aritimi icin insa edilen yapay sulak alanlarda inorganik azotun
giderimine katki sagladigi belirtilmistir (Matheson vd. 2003; Meyer vd. 2005; Paredes
vd. 2007). Anammox bakterileri bir¢ok oksijen limitli ortamda belirlenmis ve azot
cevriminde dnemli bir rol oynadigi kanitlanmistir.

2.3. Azot Gideriminin Onemi

Baslica besi maddeleri (niitrientler) olan azot (N) ve fosfor (P) organizmalarin
yasayip gelismeleri i¢in oldukca gereklidir. Ancak, besi maddesi miktarlarinin guvenli
seviyeyi asmas1 Otrofikasyona neden olmaktadir. Ozellikle tabakalasmis gollerde baslica
besi maddeleri olan azot ve fosforun konsantrasyonunun artmasi ile ayristiricilarin
oksijen ihtiyact artar ve bunun sonucunda goliin oksijen potansiyeli asilir. Oksijen
potansiyelinin asilmast aerobik ayristiricilarin 6limine ve anaerobik formlar ile yer
degistirmelerine neden olur. Sonug olarak, azot ve fosfor kaynaklarinin siirekli gole girisi
ile bltlin gol anaerobik olur, ¢ogu balik 6liir ve su ylzeyinde alg miktar1 artar. Gol
yuzeyinde olusan yesil ince alg kiitlesi “alg patlamas1” olarak adlandirilir. Zamanla gol
0li ve ¢iirlimiis organik madde ile dolarak bataklik haline doniisiir. Bu siire¢ 6trofikasyon
olarak adlandirilmaktadir (Vesilind vd. 2014).

Azotun esas kaynaklari evsel ve endiistriyel atiksulardir. Birgok ulusal ve
uluslararast yonetmelik ile azot desarj limitleri belirlenmistir. Ancak, karisik ¢amur
curltucuden ¢ikan c¢amurlar yaklagik 1000 mg/L NH4-N  (amonyum azotu)
icerebilmektedir (Wiesmann 1994). Bazi ¢alismalar ¢op sahasi sizint1 sularinin 1400 ve
2800 mg/L arasinda degisen amonyum konsantrasyonlarina sahip oldugunu gostermistir
(Liang ve Liu 2008; Cema vd. 2009). Bu sebeple atiksu aritma tesislerinde desarjdan 6nce
azotun smir degerlere getirilmesi gerekmektedir.
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2.4. Azot Giderim Yontemleri

Azotun dogal ortamlarda yarattigi problemler nedeniyle giderimine ydnelik
birgok yontem gelistirilmistir. Her bir yontemin farkli avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Azot giderim yontemleri, fizikokimyasal azot giderim yodntemleri,
geleneksel biyolojik azot giderim yontemleri ve yenilikci biyolojik azot giderim
yontemleri olmak Uzere Uce ayrilabilir.

2.4.1. Fizikokimyasal azot giderim yontemleri

Azotun fizikokimyasal giderimi amaciyla uygulanan baslica yontemler; amonyak
styirma, kirilma noktasi klorlamasi, iyon degisimi ve strivit ¢oktiirmesidir. Amonyak
styirma, alkali kosullar altinda amonyagin sudan gaz formunda ayrildig1 prosestir. Hava
ve buhar baloncuk olarak kullanilabilir. Hava baloncuk halindeyken elde edilen amonyak
iceren hava daha konsantre ve temizlenmis halde daha sonra toprak iyilestirici olarak
kullanilabilen amonyum sulfat ((NH4)2SO4) veya amonyum klorir (NH4Cl) ¢ozeltisi
olusturmak tizere asit ile yikanir (Zhao vd. 2015). Amonyagin buharla siyrilmasi i¢in,
buharin stirekli sirkile edilmesi sonunda daha ileri kullanima hazir amonyak ¢6zeltisi
elde edilmektedir (Zeng vd. 2006). Islem diisiik maliyetlidir ve basit isletme avantajlarina
sahiptir. Ancak diisiik sicaklikta, diisiik verimlilik ve hassasiyet gibi dezavantajlar1 vardir
(Capodaglio vd. 2015).

Kirllma noktasi klorlamas: prosesinde, klor amonyum araciligiyla azot gazina
oksitlenir. Klor amonyak iceren ¢6zeltiye minimum artik klora ulasincaya dek
eklenmektedir. Proses esnasinda amonyum ve diger oksitlenebilir kirleticiler
giderilmektedir (Jeong vd. 2014). Prosesin en biiyiik avantajlari diisiik yatirnm maliyeti,
yuksek verimlilik ve amonyagin reaktif olmayan azot gazi igine oksidasyonudur.
Dezavantajlar1 ise; tamamlanmamis oksidasyonla rahatsiz edici kotii koku veren
kloroaminlerin tretimi ve ortamda organik madde bulunmasi durumunda azotun tehlikeli
kloroform (CHCIz) formuna doniisebilmesidir. Ayrica yiiksek klor ihtiyaci ¢evreyi ve
giivenligi etkilemektedir (Capodaglio vd. 2015).

Iyon degisimi prosesinde klinoptilolitin amonyuma bagl kalsiyum, magnezyum
ve sodyum igin segici olmasiyla amonyum giderimi gergeklestirilebilmektedir. Pratikte
iyon degistirme kolonu boyunca elenen atiksudaki klinoptilolit, maksimum kapasitede
zeolit doyana dek amonyum Klinoptilolit tarafindan absorbe edilir. Kostik siv1 ya da tuzlu
su ile geri yikama yapilarak kolonda rejenerasyon elde edilebilecegi bildirilmistir
(Almutairi ve Weatherley 2015). iyon degistirme prosesinin baslica avantajlar yiiksek
verimlilik ve proses kararliligidir. Dezavantajlari ise; yiiksek yatirim ve isletme maliyeti,
kompleks proses kontrolii ve ilave rejenerasyon ihtiyaglaridir (Capodaglio vd. 2015).

Strivit coktiirmesi, atiksudan es zamanli amonyum ve fosfat giderimini saglayan
bir prosestir. Proses sirasinda harici magnezyum kaynag ilavesiyle atiksu tipine bagl
olarak 8,5-10 arasinda pH degerlerinin uygulanmasi ile striivit kristalleri olusturulmakta
ve bdylece atiksudan azot giderimi saglanmaktadir. Prosesin en biiylik avantaji olusan
strivit kristallerinin giibre olarak kullanilabilmesidir. Proseste es zamanli amonyum ve
fosfat giderimi olmasina ragmen yliksek maliyet ve karmasik isletme kosullar1 yaygin
olarak uygulanmasini engellemistir (Capodaglio vd. 2015).
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Kirilma noktas1 klorlamas: disindaki fizikokimyasal azot giderim prosesleri
aslinda kararli formda atiksu i¢indeki azotu geri kazanmaktadir. Artan giibre fiyatlar: da
azotun geri kazanimi cazip yapmaktadir. Ancak proses isletme maliyetleri agisindan
degerlendirildiginde biyolojik azot giderimi prosesleri evsel ve endiistriyel atiksularin
aritimi i¢in ana akim prosesleri olarak tercih edilmektedir.

2.4.2. Geleneksel biyolojik azot giderimi

Nitrifikasyon ve denitrifikasyon ile azot giderimi enerji ihtiyact olan ve biiyiik
hacimler gerektiren bir prosestir ve birbirini takip eden iki ayri siiregten olusmaktadir.
Atiksulardan azot gideriminde kullanilan biyolojik prosesler nitrifikasyon ve
denitrifikasyondur.

2.4.2.1. Nitrifikasyon

Nitrifikasyon amonyum oksitleyici bakteriler (AOB) ve nitrit oksitleyici
bakteriler (NOB) olarak isimlendirilen iki nitrifikasyon bakterisi grubu tarafindan
gerceklestirilir. Her iki bakteri grubu da elektron alicist olarak oksijeni, elektron vericisi
olarak amonyum veya nitriti ve karbon kaynagi olarak karbondioksiti (CO2) kullanan
kemolitotrof mikroorganizmalardir (Tchobanoglous vd. 2013). Nitrifikasyon sirecinde
amonyak AOB’lar tarafindan nitrite (Esitlik 2.1) ve ardindan nitrit NOB’lar tarafindan
nitrata (Esitlik 2.2) oksitlenir.

2NHf + 30, - 2NO; + 2H,0 + 4H* (2.1)
2NO; + 0, - 2NO3 (2.2)

Aerobik AOB’larin baslicalari Nitrosomonadaceae familyasindan Nitrosomonas,
Nitrosospira (Head vd. 1993; Purkhold vd. 2000) ve Nitrosococcus (Ward ve O'Mullan
2002) olarak tespit edilmistir. Indirgenmis azotun AOB’lar tarafindan doéniisiimii
amonyagmn hidroksilamin (NH2OH) oksidasyonu ile baglar. Bu reaksiyon amonyak
monooksijenaz (AMO) enzimi tarafindan katalizlenir (Esitlik 2.3). Ardindan
hidroksilamin, hidroksilamin oksidorediiktaz (HAO) enzimi araciligi ile nitrite
donustiiriilir (Kowalchuk ve Stephen 2001) (Esitlik 2.4).

AMO: NH; + 0, + 2H* + 2e~ — NH,0H + H,0 (2.3)
HAO: NH,OH + H,0 - NO3 + SH* + 4e~ (2.4)

AMO’nun anaerobik AOB’larin metabolizmasindaki anahtar enzim oldugu
diisiiniiliir. AMO enzimi farkli yapilara sahip AmoA, AmoB ve AmoC alt gruplarindan
olusur (Jetten vd. 1997). Bu li¢ gen arasinda AMO’nun alfa alt grubu olan amoA aerobik
AOB bakterilerinin ¢esitliligine yonelik ¢alismalarda molekiler izleyici olarak
kullanilmaktadir (Bothe vd. 2000, Kowalchuk ve Stephen 2001). AmoA geni AOB
cesitliligi biyoizleyicisi olarak kullanilmasmin yani sira toprak, igme suyu ve atiksu
habitatlarinda AOB’larin varligimi tespit etmek i¢in kullanilmaktadir (Watson 1971,
Watson ve Mandel 1971; Winogradsky 1982; Watson vd. 1986; Wayne vd. 1987).

Nitritin nitrata oksidasyonu olan nitritasyon ise NOB’lar tarafindan
gerceklestirilir. Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospina ve Nitrospira olmak Uzere doért



KAYNAK TARAMASI S. COBANSQOY

farkli NOB grubu tanimlanmustir (Koops vd. 2001). ilk kesfedilen oldugu ve saf
kiltliriiniin elde edilmesi kolay oldugu icin nitrite yonelik c¢alismalar cogunlukla
Nitrobacter ile gerceklestirilmistir (Henze vd. 1997). 1986 yilinda Nitrospira’nin ilk
kilturinin tanimlanmasinin ardindan (Watson vd. 1986; Ehrich vd. 1995) Nitrospira’nin
aktif camur sisteminde de onemli bir oksitleyici oldugu belirlenmistir (Juretschko vd.
1998; Daims vd. 2001). Atiksu aritma tesislerinin yani sira Nitrospira tirtnan Gyelerinin
bircok dogal ve miihendislik ekosistemlerinde en dominant nitrit oksitleyici oldugu
belirlenmistir (Hovanec vd. 1998; Daims vd. 2001; Lebedeva vd. 2005). NOB’lar
tarafindan nitrit oksidasyonu nitrit oksidorediiktaz (NXR) enzimi tarafindan katalizlenir.
Bu reaksiyon sirasinda nitrit nitrata oksitlenirken sudan 2 elektron agiga c¢ikar
(Sundermeyer ve Bock 1981). (Esitlik 2.5).

NXR: NO; + H,0 - NO3 + 2H" + 2~ (2.5)

Nitrifikasyon kinetigi pH, sicaklik, ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu gibi
faktorlerden etkilenir. Amonyum oksitleyici bakterilerin aktivitesi ig¢in optimum sicaklik
35-45°C ve nitrit oksitleyici bakterilerinin aktivitesi ig¢in optimum sicaklik 35-42°C
olarak onerilmektedir (EPA, 1993). Nitrifikasyon hizi, pH nétr aralik altina diistigiinde
onemli oranda diisebilir ve nitrifikasyon hizinin kararliligi igin pH 6,5-8,0 arasinda
korunmalidir. Oksijen konsantrasyonunun 1 mg/L'den daha az olmasi nitrifikasyon
bakterilerini inhibe ettigi i¢in oksijen konsantrasyonu 1 mg/L’nin altina diismemelidir
(Tchobanoglous vd. 2013). Nitrifikasyon prosesi, 6nemli miktarda alkalinite tiketir ve bu
nedenle nitrifikasyonun gerg¢eklesmesinde suyun asitlesmesi bir gostergesi olarak
kullanilabilmektedir. Nitrifikasyon normalde aktif camur sistemlerinde heterotrofik
bakteriler tarafindan organik karbon oksidasyonu ile birlestirilir (Tchobanoglous vd.
2013).

Nitrifikasyon sistemleri karbon (C) ve azot giderimi aymi tank igerisinde
gerceklestiriliyorsa “birlesik” veya “tek kademeli” olarak adlandirilir. Eger karbon ve
azot giderimi ayn tanklarda gergeklestiriliyorsa “ayrik kademeli” veya “iki kademeli”
sistem olarak isimlendirilir. Aktif camur sistemlerinde nitrifikasyonun gerceklesebilmesi
Biyokimyasal oksijen ihtiyacinin toplam kjeldahl azotuna orani (BOIs/TKN) ile
iliskilidir. Pek ¢ok klasik aktif camur sisteminde BOIs/TKN orani 5’den biiyiik oldugu
zaman nitrifikasyon tek kademeli sistemde gergeklestirilir. Bu oranin 1 ile 5 arasinda
olmast durumunda ise ayrik sistem uygulanmasi gerekir. Her ne kadar azot giderimi
karbon giderimi ile birlikte (tek kademeli) gerceklestirilebilse de nitrifikasyonun ayri
tankta (iki kademeli) gerceklestirilmesi yiiksek proses kontroliine olanak saglar. Iki
kademeli sitemde her bir havalandirma tanki bagimsiz isletilebilir ve nitrifikasyon
bakterileri i¢in toksik olan bircok atik karbon gideriminin gerceklestirildigi ilk tankta
giderilebilir veya azaltilabilir. Genel olarak ayrik sistemlerde nitrifikasyon tankina (ya da
ikinci havalandirma tankina) giris kimyasal oksijen ihtiyacinin (KOI) 40-50 mg/L olmasi
saglanir (Tchobanoglous 2003). Ik kademede teskil edilen yiiksek hizli aktif camur
siirecinde karbonlu madde giderimi gerceklestirilir. Ikinci kademede ise nitrifikasyon
gerceklestirilir. Her kademe ayr1 bir ¢okeltme havuzuna ve geri devire sahiptir. Bununla
birlikte, uzun havalandirmali aktif ¢amur siirecinde karbon ve azot giderimi ayn1 havuzda
gerceklesir. Nitrifikasyon i¢in tesiste kullanilacak sistem tasarimi, giderilmesi gereken
sezonluk veya yillik amonyak miktari, sicaklik, amonyum iyonun istenen ¢ikis
konsantrasyonu, diger ¢ikis su kalitesi gereksinimleri ve maliyet basta olmak tizere ¢esitli
faktorlere baglidir (Tchobanoglous vd. 2003). Nitrifikasyon birlesik aktif ¢amur
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sisteminde gerceklesiyorsa sistemin kararliligi i¢in asagidaki isletme kosullari
saglanmalidir (Tchobanoglous vd. 2003):

o Nitrifikasyon igin ilave oksijen saglanmalidir.

e Uzun camur yas1 se¢ilmelidir. Nitrifikasyon bakterileri ototrofik bakteriler olup,
heterotrofik bakterilerden daha yavas biiyiime hizina sahiptirler. Bu nedenle bu
bakterilerin etkin olabilmesi i¢in daha uzun ¢amur yasi saglanmalidir.

e Mikrobiyolojik doniisim nedeniyle ortamin pH’1 distiigiinde kire¢ veya soda
ilavesiyle pH ayarlamasi1 yapilmalidir.

2.4.2.2. Denitrifikasyon

Nitrifikasyon isleminde azot sadece form degistirerek, nitrata doniisiir ve toplam
azot giderimi ancak denitrifikasyon yolu ile gerceklestirilebilir. Bu nedenle, azotun
tamamen giderimi i¢in nitrifikasyondan sonra denitrifikasyon basamagi zorunludur
(Tchobanoglous vd. 2003).

Denitrifikasyon, oksijensiz ortamda fakultatif anoksik bakteriler (denitrifikasyon
bakterileri) tarafindan ¢oziinmiis organik maddenin (¢cKOI) giderimi icin nitrat veya
nitritin elektron alicis1 olarak kullanilmasi ile gergeklesir. Eger endiistriyel atik desarji
s0z konusu degil ise, aktif ¢amur sistemine nitrat ya da nitrit girisi olmaz.
Denitrifikasyonun gerceklesebilmesi icin aktif ¢amur sisteminde nitrifikasyon ile nitrat
veya nitrit tiretilmesi gerekir. Denitrifikasyonda nitrat iyonlar1 anoksik kosullarda azot
gazina donistiiriilerek atmosfere salinir (Esitlik 2.6).

N03-N i NZ(g) (26)

Denitrifikasyon nitratin nitrite indirgenmesiyle baslar ardindan nitrit, nitrik oksite
(NO) ardindan nitroz oksite (N20) indirgenir, son olarak da azot gazi olusur. Her bir ara
urtin oksijen konsantrasyonu ve elektron verici bulunmasi gibi faktorlere bagli olarak son
urtin olabilir (Betlach veTiedje 1981; Hernandez ve Rowe 1987; Hartig vd. 1999) (Esitlik
2.7).

Nos’_(swl) - Noz_(swz) - No(gaz) - NZ O(Qaz) - Nz(gaz) (2-7)

Denitrifikasyon prosesi dort farkli azot rediiktaz enzimi tarafindan katalizlenir.
Nitrat rediiktaz (NAR) enzimi nitratin nitrite indirgenmesini, nitrit redilktaz enzimleri
(nirK ve nirS) tarafindan nitritin nitrik oksite indirgenmesini, nitrik oksit rediiktaz (NOR)
enzimi nitrik oksitin nitr6z oksite indirgenmesini ve son olarak nitr6z oksit rediktaz
(NOS) enzimi nitr6z oksitten azot gazi olusumunu saglar (Zumftt 1997).

2.4.3. Azot gideriminde yenilikgi prosesler

Yiiksek azot konsantrasyonu igeren atiksulardan azotun tamamen giderilmesi igin
biiyiikk miktarda karbon kaynagi gerekmektedir. Fakat atiksuda bulunan organik karbon
miktar1 ihtiyac1 karsilayacak diizeyde degildir (Tchobanoglous vd. 2003). Karbon
eklenmesi art1 maliyet anlamina geldigi i¢in son yillarda yiiksek amonyum azotu igeren
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atiksularda azot giderimi i¢in yeni prosesler gelistirilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda
amonyum azotu ve diisiik konsantrasyonlarda organik madde igeren atiksularin
arittminda konvansiyonel prosesler yerine alternatif kismi nitrifikasyon-denitrifikasyon
sistemleri yenilik¢i teknolojiler olarak uygulanmaya baslanmistir (Giliven vd. 2010). Bu
prosesler SHARON (Nitrit Uzerinden yuksek amonyum giderimi igin basit reaksiyon
sistemi), ANAMMOX ve DAMO (denitrifikasyona dayali anaerobik metan oksidasyonu)
prosesleridir.

2.4.3.1. Kisayol nitrifikasyon-denitrifikasyon (Sharon Prosesi)

Konvansiyonel nitrifikasyon-denitrifikasyon prosesinde 6nce amonyumun (NHa)
nitrite ve ardindan nitritin nitrata oksitlenmesiyle nitrifikasyon prosesi gergeklesir. Takip
eden denitrifikasyon prosesinde ise nitrat tekrar nitrite ve nitritte azot gazina indirgenir.
Bu proses adimlarina gére azot gideriminin nitrat {iretimi olmaksizin nitrit tizerinden
gerceklestirilmesi miimkiindiir. Bu yaklagima gore, kisayol nitrifikasyon-denitrifikasyon
prosesinde nitrat dretimini durdurmak icin nitrit oksitleyici bakterilerin aktivitesinin
durdurulmasi hedeflenmistir (Hellinga vd. 1998). Proses, yiiksek sicakliklarda (30-35°C)
nitrit oksitleyici bakterilerin amonyak oksitleyici bakterilerden daha yavas biiyiimesi
prensibine dayanmaktadir (Hellinga vd. 1998). Nitrit oksitleyici bakteriler nitriti nitrata
oksitleyemedigi i¢in denitrifikasyon nitrit lizerinden gerceklesmektedir. Bu proses diisiik
C/N oranli atiksularda %25 daha az havalandirma, %40 daha az biyobozunur KOIi
tiiketimi ve %40 daha az camur tiretimi ile uygun maliyetli aritim saglamaktadir.

2.4.3.2. Kismi nitrifikasyon-anammox prosesi

AnammoxX prosesi nitriti elektron alicis1 olarak kullanarak amonyum azotunu azot
gazina doniistiiren bir grup Planctomycete bakteri tarafindan gergeklestirilen bir prosestir
(van Dongen vd. 2001). Gergek atiksularda amonyum ve nitrit ayni oranda bulunmadigi
iIcin Anammox prosesinin ger¢eklesmesi ve Anammox bakterilerinin azotu giderebilmesi
ortamda yeterli amonyum-nitrit karigtminin bulunmasina baghdir. Bu amagla, prosesin
birinci adimi olarak atiksuda bulunan amonyagin yarisinin nitrite oksitlenmesi i¢in kismi
nitrifikasyon prosesleri uygulanmaktadir. Kismi nitrifikasyonun toplam reaksiyonu
asagidaki gibi ifade edilmektedir (Esitlik 2.8):

1NH} +1HCO; +0,750, - 0,5 NHf +0,5N0; +1C0, + 1,5 H,0 (2.8)

Kismi nitrifikasyonun ardindan Anammox prosesinin uygulanmasi ise atiksuyun
organik karbon kaynagi ilavesi gerekmeksizin aritimini saglar. Bu alternatif ile
havalandirma giderlerinden %40, karbon kaynag: giderlerinden ise %100 tasarruf etmek
mumkindur (Van Loosdrecht ve Jetten 1998).

Kismi nitrifikasyon-Anammox prosesi, kismi nitrifikasyonun gercgeklestirildigi
tam karisimli reaktor ve onu izleyen Anammox ¢evriminin oldugu diger reaktorii iceren
iki asamal1 sistemde gergeklestirilebilir. Ayrica, kismi nitrifikasyon ve Anammox’un es
zamanli meydana geldigi tek asamali sistemler olan nitrit tizerinden tamamen ototrofik
(CANON) prosesi ve oksijen sinirli ototrofik denitrifikasyon (OLAND) prosesi
gelistirilmistir. Bu proseslerde kisitli oksijen sartlari altinda tek bir reaktor i¢inde iki sirali
reaksiyon gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlari nitrifikasyon bakterileri ve anammox
bakterileri is birligi iginde gergeklestirmektedir. Ayni reaktor iginde oksijen kontrolii
uygulanan CANON ve OLAND gibi konfigirasyonlarda iki proses birlikte
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gerceklestirilse de tek reaktorli sistemler yiiksek amonyum konsantrasyonuna sahip
atiksulardan yeterli azot giderim verimi saglayamamaktadir. Ancak, kismi nitrifikasyon-
Anammox prosesinin farkli tanklarda ardisik uygulanmasi her bir adimin bagimsiz
kontrolii ile esneklik ve kararlilik sunmaktadir (Van Hulle vd. 2010).

2.4.3.3. DNRA

DNRA, nitrat amonifikasyonu veya ototrofik denitrifikasyon olarak
bilinmektedir. DNRA nin azot ¢evriminde nitrat giderimi agisindan denitrifikasyon kadar
onemli oldugu belirlenmistir (Tiedje 1988). Denitrifikasyon sirasinda nitrat azot gazina
indirgenirken DNRA prosesinde nitrat amonyuma donligmektedir. DNRA
mekanizmasinin ilk adimi nitrat rediktaz kompleksi (NapAB) tarafindan katalizlenen
nitratin nitrite indirgenmesidir. Ardindan nitrit rediiktaz enzimini kodlayan gen (NrfA)
tarafindan nitrit amonyuma indirgenmektedir (Kraft vd. 2011). DNRA prosesinin
fakiltatif anaerobik bakteriler, zorunlu anaerobik bakteriler ve bazi aerobik bakteriler
tarafindan gercgeklestirilebildigi belirlenmistir (Tiedje 1988; Cole 1996).

2.4.3.4. Damo prosesi

DAMO prosesinin kesfinin karbon ve azot dongiileri arasinda 6nemli bir bag
olusturdugu diistiniilmektedir (Raghoebarsing vd. 2006; Hu vd. 2014). Metan
oksidasyonundan elde edilen elektronlar: nitratin nitrite indirgenmesinde kullanilabilen
damo arkeleri (Haroon vd. 2013) ve metan oksidasyonundan agiga ¢ikan elektronlari
kullanarak nitritten azot gazi doniisimi saglayan damo bakterileri tespit edilmistir
(Ettwig vd. 2010). Yeni ve ilginin giderek arttig1 damo prosesleri mikrobiyal toplulugun
karakterizasyonuna (Raghoebarsing vd. 2006; Ettwig vd. 2009; Haroon vd. 2013), 6zel
mikroorganizmalarin zenginlestirilmesine (Ettwig vd. 2009; Hu vd. 2009; Kampman vd.
2012) ve uygulamanin potansiyel genisletmelerine (Luesken vd. 2011; Shi vd.2013; Cai
vd. 2015; Xie vd.2017) odaklidir. Ayrica, Damo mikroorganizmalarinin Anammox
bakterileri ile bir arada var olma yetenekleri kanitlanmistir (Shi vd.2013; Ding vd. 2014;
Xie vd.2017). Damo bakterilerinin azot giderimini metan kullanarak yerinde
gerceklestirmesi, Anammox prosesinin zayif yonlerinin iistesinden gelmede potansiyel
alternatifler sunmaktadir. Ancak, deneysel caligmalarin sinirli olmasi ve belirsizlikleri
Damo mikroorganizmalariin fizyoloji ve kinetikleri hakkinda daha ileri uygulamalarin
yapilmasina engel olmaktadir (Kampman vd. 2012).

2.5. Anammox Prosesi

Proses ismini Anaerobic Ammonium Oxidation’in (Anaerobik Amonyum
Oksidasyonu’nun) ilk harflerinden almaktadir. Anammox prosesinin varligi fizik¢i Broda
tarafindan Onerilmistir (Broda 1977). Anammox prosesinin kesfedilmesine kadar
amonyumun kimyasal olarak inert oldugu ve bu ylzden amonyumun anaerobik
oksidasyonunun mimkiin olmadigi kabul edilirdi (Kuenen 2008). 1990’larin basinda
amonyumun anaerobik oksidasyonuna ait ilk dogrudan delil Hollanda Delft’deki bir
atiksu aritma tesisinden gelmistir (Van de Graaf vd. 1995). Burada ANAMMOX prosesi
anaerobik c¢iiriitme c¢ikis suyunu aritmak amaciyla denitrifikasyon uygulanan bir
reaktorde kesfedilmistir (Mulder vd. 1995). Mulder vd. (1995) tarafindan yiiriitiilen
calismada anoksik sartlarda, nitrat tiiketimi ve azot gazi Uretimi siirekli ylikselirken
yiikksek miktarda amonyumun yok oldugu gdzlenmistir. Daha sonra nitrit azotunun
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varliginda anoksik sartlarda amonyak oksitleyiciler tarafindan amonyagin
oksitlenebildigi belirtilmis ve proses i¢in elektron alici olarak nitritin tercih edildigi
gbzlemlenmistir.

Uzun siliren caligmalar sonunda laboratuvar olgekli anaerobik amonyum
oksidasyonu yapan bakterilerin (anammox bakterilerinin) varligi ispatlanmistir. Birkag
yil sonra da dogal cevrede anaerobik amonyum oksidasyonu ile ilgili ilk bulgular
yaymlanmistir. Boylece “doganin kayip litotroflarinin” bulundugu bildirilmistir.
“ANAMMOX” kelimesi hem prosesi hem de bunu gerceklestiren mikroorganizmalari
tanimlamaktadir (Van Hulle vd. 2010).

2.5.1. Anammox prosesi calisma prensibi

Anammox anaerobik kosullar altinda elektron alicis1 olarak nitritin varliginda
amonyumun oksitlenerek azot gazinin tiretildigi prosestir (Strous vd. 1998) (Sekil 2.3).

NH4_ — i — NHEOH A — NDE-

N,H,

N,
Sekil 2.3. Anammox prosesi

Anammox reaksiyonuna gore, teorik olarak, Anammox prosesinin gerceklesmesi
i¢in nitrit ve amonyum arasindaki en uygun mol orani 1:1,32°dir (Esitlik 2.9).

1 NH} + 1,32 NO; + 0,066 HCO; + 0,13 H* - 1,02 N, + 0,26 NO; +
0,066 NCH,04 5Ny 15 + 2,03 H,0 (2.9)

Anammox prosesinde azotun %90’1 azot gazina doniisiirken yaklasik %10’u
nitrata doniistir. Esitlik 2.9°da goriildiigii izere bikarbonat karbon kaynagidir. Buna gore
Anammox bakterileri inorganik karbon olan bikarbonati kullanan kemoototrof
bakterilerdir (Kartal vd. 2012).

2.5.2. Anammox bakterileri

Anammox mikroorganizmalari nitrit ve amonyumu birlestiren baglica protein olan
hidrazin oksirediiktazi i¢geren ve anammoksozom olarak adlandirilan 6zgiin prokaryotik
organale sahiptir (Jetten vd. 2005b). Bu 6zgun organel merdiven tipi ladderan lipitler ile
¢evrelenmistir ve hiicrenin ortasinda yer almaktadir (Jetten vd. 2005b). Anammox hiicresi
genellikle kokoid seklindedir (Nozhevnikova vd. 2012). Anammox prosesini
gerceklestiren bakteriler ilk olarak Planktomiset subesinden Planktomiset benzeri bakteri
olarak belirlenmistir (Jetten vd. 2003). Sekil 2.4’de goriildiigii iizere, glnumizde
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Anammox bakterilerinin Planktomiset (Planctomycetes) subesinde farkli dallarda
bulunan bes farkli aileden oldugu bilinmektedir (Date vd. 2009).

Candidatus Kuenenia

Candidatus Scalindua wagneri stuttgartiensis

Candidatus
Anammoxoglobus

Candidatus Scalindua sorokinii oropionicus

Candidatus Scalindua brodae

Candidatus Jettenia asiatica

Candidatus Brocadia
Isosphaera fulgida
Candidatus Brocadia
Gemmata anammoxidans
Pirellula spp.

Planctomyces

Di1s Grup

Sekil 2.4. Planktomiset subesinin filogenetik agac1 (Kuenen 2008).

16S rRNA analizlerine gére Anammox bakterileri B. anammoxidans (Strous vd.
1999) ve B. Fulgida’y: (Kartal vd. 2008) iceren Brocadia cinsi, K. stuttgartiensis (Schmid
vd. 2000) igeren Kuenenia cinsi, S. wagneri, S. brodae ve S. sorokinii (Kuypers vd. 2003,
Schmid vd. 2003), Jettenia (Quan vd. 2008) ve Anammoxoglobus iceren
Anammoxoglobus propionicus (Kartal vd. 2007) cinsi olmak iizere bes cins igerisinde yer
almaktadir. Heniiz hi¢bir bakteri saf kiiltiirde zenginlestirilemedigi i¢in hepsi Candidatus
olarak tanimlanmaktadir (Li ve Gu 2011). Anammox bakterilerinin atiksu aritiminda
kullaniminda en ¢ok tespit edilen Anammox cinsleri Brocadia ve Kuenenia’dir (Lotti vd.
2012).

2.5.3. Anammox prosesi ara drinleri ve enzimleri

Anammox bakterileri ara trin olarak NO ve hidrazini (N2Hs) iceren karmasik bir
reaksiyon mekanizmasi kullanirlar. Bu reaksiyon mekanizmasi hidrazin sentaz (HZS),
hidrazin dehidrojenaz (HDH), nitrit rediiktaz (NIR) ve NAR olmak (izere dort ana enzimi
icerir (Kartal vd. 2011).
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Strous vd. (2006) tarafindan nirS ve hidroksilamin/hidrazin oksidorediiktaz
(hao/hzo) (Hooper vd. 1997) genlerin incelenmesi ile anammox metabolik sirecleri
hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir. Anammox reaksiyonu icin belirlenen metabolik
mekanizmaya gore, proses nitritin nirS ile NO’ya indirgenmesi ile baslar (Esitlik 2.10).

NIR: NO; +2H* +e~ - NO + H,0 (2.10)

NO ve NHjs hidrazin sentaz enzimi tarafindan enerji agisindan zengin bir ara iiriin
olan N2H4’e dondstiiriiliir (Kartal vd. 2010) (Esitlik 2.11).

HZS: NO + NH} + 2 H* + 3 e~ - N,H, + H,0 (2.11)

Son asamada HDH enzimi tarafindan azot gazinin N-N bag1 olusturulur (Esitlik
2.12). Hidrazin sentaz enziminin N-N bagi olusturabilen iki enzimden biri oldugu
diistiniilmektedir (Kartal vd. 2012).

HDH: NoHy, - Ny + 4 H* + 4e” (2.12)

Hidrazin en gicli indirgeyicilerden biridir ve sadece insanlar ile anammox
bakterileri tarafindan sentezlenebilir (van de Graaf vd. 1997). Son yillarda hidrazin sentaz
anammox bakterilerinin belirlenmesi amaciyla biyolojik indikatdr olarak sikca
kullanilmaktadir. Hidroksilamin hidrazinin oksidasyonu sirasinda elektron alici olarak
gorev alabilir (van der Star vd. 2008) (Esitlik 2.13).

NH,0H + 0,5 NyH, + H* - 0,5N, + NHf + H,0 AG, = —318kJ/mol  (2.13)

Ayrica, anammox metabolizmasi sirasinda nitrat/nitrit oksidorediiktaz (NarGH)
enzimi nitritin bir kismin1 nitrata oksitleyerek bikarbonat fiksasyonu i¢in elektron tretir
(Strous vd. 2006) (Esitlik 2.14).

0,26 NO3 + 0,066 HCO3 — 0,256 NO3 + 0,066 CH, 005N 15 (2.14)

2.5.4. Anammox prosesinin avantaj ve dezavantajlari

Geleneksel nitrifikasyon-denitrifikasyon prosesi ile karsilagtirildiginda anammox
tizerinden gerceklestirilen proseslerde, kismi nitrifikasyon (nitritasyon) sirasinda
amonyumun yarisi sadece nitrite kadar oksitlenmektedir (Sekil 2.5). Ardindan Anammox
bakterileri tarafindan anaerobik kosullarda kalan amonyumun tiiketimi i¢in iiretilen nitrit
elektron alicist olarak kullanilmakta ve bdylece ortamdaki tiim azot, azot gazina
indirgenmektedir. Aerobik kosullarda ger¢eklesen nitritin nitrata doniisimii prosesi
gerceklesmedigi icin daha az oksijen ve dolayisiyla daha az enerji harcanmaktadir.
Ayrica, NOB’larin ¢ogalmasi da s6z konusu olmadigindan ¢amur {iretimi azalmaktadir.
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1 mol NO;
CcO, C-Kaynag1

0.5 mol NO, 1l mol NO,

CO, ~ _—
Camul Aoz = Camur

1 mol NH,~ 0,5 mol N,

(a)

- I mol NO, ‘

CQ, C-Kaynagi
- 7
\“u e

Camure—/ O, = Camur

0,5 mol NO, [ mol NO, ‘
CO,, /C-Kﬂy]‘lﬂgl

= e

F 3

= (Camur = Camur

I mol NH, 0,5 mol N, + 0,1 mol NO,

(b)

Sekil 2.5. (a) Geleneksel nitrifikasyon/denitrifikasyon prosesleri ile azot giderimi, (b)
Anammox prosesi izerinden azot giderimi

Bu dogrultuda, anammox prosesi, klasik nitrifikasyon-denitrifikasyon
proseslerine kiyasla; harici karbon ilavesi gerektirmemesi, daha diisiik ¢amur {iretimi,
daha yiiksek azot giderim hizi, daha az alan gereksinimi, diisiik enerji tiiketimi ve diisiik
isletme maliyeti agilarindan daha avantajhidir.

Anammox prosesinin dezavantajlari ise teknolojik kisitlar ve proses agisindan

kisitlar olarak ikiye ayrilabilir. Teknolojik acidan kisitlar; geleneksel nitrifikasyon-
denitrifikasyon sistemleri ile karsilagtirildiginda insaat maliyetinin yiiksek olmasi,
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kalifiye eleman ve bakim gereksinimidir. Proses agisindan kisitlar ise anammox
bakterilerinin diisiik ¢ogalma hizina sahip olmasi ve bu bakterilerin ¢evre kosullarina
kars1 hassas olmalart ile ilgilidir. Anammox bakterilerinin ikilenme suresinin 7-11 giin
oldugu belirlenmistir (Strous vd. 1999b; Jetten vd. 2001). Uzun ikilenme siresinin
anammox bakterilerinin, dogal habitatlarinda bulunan amonyum ve nitrit
konsantrasyonlar1 nedeniyle, metabolik aktivitelerini yavaslatmalarindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Ward vd. 2011). Anammox bakterilerinin yavas cogalma hizina sahip
olmas1 prosesin gercek Olcekli uygulamalarinda uzun isletmeye alma siirelerine gerek
duyulmasina sebep olur (Dapena-Mora vd. 2004).

2.6. Anammox Proses Verimini Etkileyen Parametreler

Gergek bir atiksuyun aritildigi Anammox prosesinde gozlenen azot giderim
performansi farkliliklar birden ¢ok parametrenin birlikte etkisinden kaynaklanmaktadir.
Sistemin asir1 yiiklenmesi veya isletme parametrelerindeki biiylik farklilik maksimum
spesifik anammox aktivitesini geri doniissiiz sekilde etkileyebilir. Anammox aktivitesinin
azalmasi1 sonucu azot giderim veriminde de azalma gozleniyor ise sistemde azot (substrat)
birikmesi gergeklesir. Substrat birikmesi oldugunda substrat inhibisyonu gergeklesebilir
ve bunun sonucunda Anammox istikrart bozulabilir. Ayrica, Anammox biyokdtlesinin
karakterindeki herhangi bir degisim veya isletme parametrelerinin degismesi sonucu yan
popiilasyonlarin asirt ¢ogalmast Anammox bakterilerinin azalmasina ve bunun
sonucunda da sistemin kararli halinin bozulmasina sebep olabilir. Bu nedenle, verimi
etkileyen parametreler ayni zamanda inhibisyona neden olan parametreler olarak da
degerlendirilmekte olup, baslica parametreler, amonyum ve nitrit konsantrasyonu,
bikarbonat konsantrasyonu, ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu, organik madde varligi,
pH ve sicakliktir.

2.6.1. Amonyum ve nitrit konsantrasyonu

Anammox prosesinin verimi amonyum, nitrit ve bikarbonat konsantrasyonlarinin
arttirilmasi ile artmaktadir. Ancak, diger proseslerde oldugu gibi asir1 substrat yliklemesi
ciddi inhibisyona neden olabilir (Jin vd. 2012). Nitrit, anammox isleminin kararliligindaki
en kritik faktorddr (Lotti vd. 2012).

Strous vd. (1999) tarafindan 100 mg/L iizerindeki nitrit konsantrasyonlarinda
Wett (2007) tarafindan ise 5 mg/L altindaki konsantrasyonlarda; Anammox prosesinin
ciddi sekilde inhibe oldugu bildirilmistir. Kimura vd. (2011) ise 400 mg/L’den daha
diisiik nitrit konsantrasyonlarinda Anammox aktivitesinde herhangi bir disiis
gozlenmedigini, nitrit konsantrasyonu 750 mg/L oldugunda ise aktivitenin %10
diistiiglinii rapor etmistir. Dapena-Mora vd. (2007) ve Lotti vd. (2012) ise nitritin %50
inhibisyona (ICsp) yol agtig1 konsantrasyonun 350-400 mg/L oldugunu belirlemistir. Bir
diger ¢calismada giris 280 mg/L nitrit konsantrasyonunun Anammox prosesi i¢in bir alarm
degeri oldugu distiniilmektedir (Jin vd. 2012). Nitrit inhibisyonuna iligkin bu sonuglar
farkli isletme kosullar1 ve prosesi gerceklestiren biyokiitleyi olusturan mikrobiyal
toplulugun yapisindan kaynaklanmaktadir (He vd. 2015).

16



KAYNAK TARAMASI S. COBANSQOY

2.6.2. Coziinmiis oksijen

Anammox bakterileri anaerobiktir ve ¢oziinmiis oksijen ile inhibe olmaktadirlar
(Strous vd. 1997; van Dongen vd. 2001). Anammox bakterileri aktivitesinin ¢éziinmiis
oksijen (CO) konsantrasyonu 2 mM (0,064 mg O2/L) tizerine ¢iktiginda tersinir bir
sekilde inhibe oldugu (Jetten vd. 1997b) ve CO konsantrasyonunun 72 mM (2,3 mg O>/L)
tizerine ¢ikmasinin proses i¢in toksik oldugu belirlenmistir (Ward vd. 2011). Lotti vd.
(2012b) calismalarinda oksijenin geri doniissiiz olarak Anammox prosesine uzun ve kisa
etkililerinin oldugunu rapor etmislerdir.

2.6.3. Bikarbonat konsantrasyonu

Anammox bakterileri kemoototrofik bakteriler olduklarindan ¢ogalmak ve
aktivitelerini devam ettirmek i¢in karbon kaynagi olarak inorganik karbona ihtiyag
duyarlar. Anammox reaksiyonundan gorildiigii iizere, 1 mol amonyagin oksitlenmesi i¢in
0,066 mol inorganik karbon (bikarbonat) gerekmektedir. Uygun miktarda bikarbonat
eklenmesi Anammox aktivitesini arttirabilmektedir. Giris bikarbonat ve azot oran1 10’dan
yiiksek oldugunda proseste inhibisyona sebep olmaktadir (Liao vd. 2008). Liao vd. (2008)
bikarbonat konsantrasyonunun 196,7 mg/L’den 295 mg/L’ye arttirilmas1 sonucunda
Anammox aktivitesinin arttigini, bikarbonat konsantrasyonu 393,4 mg/L’ye ulastiginda
ise inhibisyon gerceklestigini bildirmistir. Kimura vd. (2011) bikarbonatin amonyum
konsantrasyonuna oraninin 0,1’den yiiksek, ideal olarak 0,2 olmasi gerektigini
belirlemistir. Jin vd. (2014) tarafindan ise bikarbonatin toplam azota en uygun oraninin
0,24 oldugu kabul edilmistir. Yang vd. (2010) Anammox prosesi ile verimli azot giderimi
icin uygun bikarbonat dozunun 150 mg/L olmasi gerektigini onermistir. Arastirmacilar
tarafindan farkli bikarbonat konsantrasyonlar1 onerilmis olmakla birlikte, ortak nokta
Anammox prosesinden yiksek performans elde etmek igin yeterli miktarda bikarbonatin
eklenmesi gerektigidir. Ancak, maliyet g6z 6niine alindiginda, fazla miktarda bikarbonat
eklenmesi ekonomik degildir.

2.6.4. Organik madde

S1zint1 suyu ve hayvan atiklarinin parcalanmasindan elde edilen azotga zengin
atiksular biyolojik olarak pargalanabilir ve 1siya direngli organik madde igermektedirler.
Yuksek konsantrasyonda biyolojik olarak pargalanabilir organik karbon atiksuyun giris
akiminda anammox bakterilerini inhibe edebilmektedir. Biyolojik olarak pargalanabilir
organik karbon anammox bakterileri ve hetetrofik denitrifikasyon bakterileri arasinda
nitrit icin rekabete neden olabilmektedir. YUksek biyolojik olarak parcalanabilir organik
madde konsantrasyonu altinda hetetrofik bakteri anammox bakterilerini eleyebilir ve
anammox bakterilerinin azot giderim kapasitesini azaltabilir. Kartal vd. (2007b)
"Candidatus Anammoxoglobus propionicus" un amonyum, nitrit ve nitrat varhiginda
propiyonatin oksidasyonu i¢in diger anammox bakterileri ve heterotrofik denitrifikasyon
bakterileri ile kiyaslandiginda karbondioksiti karbon kaynagi olarak kullanan tek tiir
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, Kartal vd. (2008), asetat varliginda anammox
bakterilerinin yiiksek yogunlukta zenginlesebilecegini gostermis, "Candidatus Brocadia
fulgida"nin format, propiyonat, monometilamin ve dimetilamin gibi organik bilesikleri
oksitleyebildigini belirtmislerdir (Kartal vd. 2008).
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2.6.5. Sicaklik ve pH

pH Anammox prosesinin isletilmesinde 6nemli bir kontrol parametresi oldugu
icin, pH’1in aritma performansina etkisi hakkinda bircok c¢aligsma yiiriitiilmistiir.
Anammox reaktoriinde, yiiksek azot yiikleme hiz1 ve azot giderim hiz1 elde edildiginde
¢ikig akiminin pH’1 6nemli oranda artmaktadir (Szatkowska vd. 2007; Liu vd. 2008; Tang
vd. 2009). Anammox bakterileri amonyagi oksitlemek icin elektron alicisi olarak nitriti
kullanirken hidrojen iyonlarini (H") tiiketirler. Bu asidite tiiketimi pH artis1 ile sonuglanir
ve bu durum Anammox prosesinde pH degiskenligi gézlenmesinin baslica sebebidir.
Cikis akiminda pH artis1 gozlenmesinin bir diger sebebi diisiik giris alkalinitesidir. Giriste
alkalinitenin diisiik olmas1 diisiik tampon kapasitesine ve karbondioksitin s1vi fazdan gaz
faza ge¢mesine sebep olur. Bunun sonucunda da ¢ikis pH’1 artar. Anammox bakterileri
icin pH araliginin 6,6-8,3 ve en uygun pH’mn 7,5-8,0 oldugu bildirilmistir (Strous vd.
1999; Egli vd. 2001). Daha yiiksek pH degerlerinde Anammox bakterilerinin metabolik
aktivitesinin yavagladigi belirlenmistir (Strous vd. 1999; Tang vd. 2009).

Yiksek azot giderim verimi elde etmek i¢in yiiriitiilen ¢alismalarda Anammox
sistemleri 30-40°C’de isletilme egilimindedir. Bunun nedeni Anammox bakterilerinin
fizyolojisine gére maksimum aktivitenin 37°C’de elde edilmesi ve 45°C’den yiiksek
sicakliklarda biyokitlede parcalanma oldugu i¢in aktivite kayb1 gergeklesmesidir (Strous
vd. 1999; Toh vd. 2002).

2.7. Anammox Bakterilerinin Aklimasyonuna Ydnelik Calismalar

Prosesinin pratik uygulama i¢in temel dezavantajlarindan biri Anammox
bakterilerinin diisiik spesifik ¢ogalma hiz1 (0,065 L/giin) nedeniyle uzun bir isletmeye
alma donemi gerektirmesidir (Strous vd. 1998). Diisiik biyokiitle spesifik cogalma hizi
proses dizayni sirasinda goz Oniine alinmasi gereken onemli bir parametredir ve ¢ok
biylk reaktor hacmi ile yiksek biyokiitle alikonmasi verimi saglanmasii gerektirir
(Lotti vd. 2015). Bu nedenle, en uygun as1 gamurunun se¢imi veya reaktorde Anammox
bakterileri birikimini elde etmek i¢in en verimli reaktdr sisteminin se¢imi isletmeye alma
stirecinde son derece 6nemlidir. Anammox bakterilerinin ¢ogaltilmasi igin akiskan yatakli
reaktor (Mulder vd. 1995), membran biyoreaktdr (Van der Star vd. 2008), yukar1 akigh
camur yatakli reaktor (Schmidt vd. 2004) ve ardisik kesikli reaktor (Strous vd. 1998) gibi
reaktor sistemleri kullanilmis olup, gesitli reaksiyon konfigiirasyonlar: arasinda ardigik
kesikli reaktor etkin biyokiitle tutulmasi ve giivenilir isletme kosullar1 sagladigindan
Anammox bakterilerinin ¢ogalmasi i¢in en uygun reaktdr oldugu kabul edilmektedir
(Strous vd. 1998; He vd. 2015). Ardisik kesikli reaktorde, Ozellikle substrat limitli
kosullarda biyokiitle ve substratin homojen bir sekilde dagilimi saglanabilmektedir
(Strous vd. 1998)

Anammox prosesi aklimasyonu genellikle sicakligin 30-37°C’de tutulabilmesi
icin su banyosuna bagli bir su ceketli ile 2 ila 15 litrelik bir ardisik kesikli reaktorde
gerceklestirilmektedir. Reaktor 80+10 rpm (dakikadaki devir sayisi) ile karistirilmaktadir.
Anoksik kosullar, reaktore argon (Ar)/CO2 (%95/5) gaz karisimi verilmesi ile
korunmaktadir. Gaz i¢inde bulunan CO; miktar1 reaktor pH’in1 7-8 arasinda tutmak i¢in
yeterli olmaktadir. Taze anoksik mineral madde ardisik kesikli reaktére beslenmekte ve
ardindan reaksiyon siiresi boyunca karistirma uygulanmaktadir. Reaksiyon slresinden
sonra karigtirict durdurulmakta ve ¢amurun c¢okmesi icin 15-20 dakika (dk)
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beklenilmektedir. Toplam cevrimin kalan 10-15 dakikasinda, reaktor hacminin yaklagik
yarist bir atiksu pompasi ile uzaklagtirilmaktadir. Ardisik kesikli reaktor igin uygun
baslangic maddesi, uzun bir camur yasi olan aritma tesisindeki aktif camurdur (van
Dongen vd. 2001; Pynaert vd. 2003; Dapena vd. 2004). Reaktorlerde baslangig amonyum
ve nitrit konsantrasyonlarinin SmM olmasi ve nitrit tamamen harcandigi siirece amonyum
ve nitrit konsantrasyonlarinin 30 mM’e kadar kademeli olarak arttirilmasi onerilmektedir.
Azot yiiklemesi igin en yiiksek miktar yaklastk 9 kg N/m3.giin olarak Onerilmistir
(Sliekers vd. 2003). 10 mM veya daha fazla nitrit konsantrasyonlarinin uzun siire
uygulanmasi biyokiitlenin inhibisyonuna ve aklimasyonun basarisiz olmasina neden
olmaktadir (Strous vd. 1999).

Anammox bakterilerinin diisiikk ¢ogalma hizi nedeniyle, yiiriitiilecek calisma
anammox kiltiiri ile isletmeye baslatilamadigi durumlarda, prosesi isletmeye alma
stirecleri cok uzun olmaktadir. Anammox prosesinin isletmeye alma siiresini kisaltmak
icin uygun kosullar belirlemek amaciyla farkli reaktor konfiglirasyonlarinda aktif camur,
nitrifikasyon bakterisi ile bunlarin karisimi ve anaerobik camur gibi farkli baslangi¢ as1
camurlar1 ile arastirmalar yiirtitiilmustiir.

Babaei vd. (2013) tarafindan yiiriitiilen calismada yukar1 akish anaerobik ¢amur
yatagi (UASB) reaktoriinden temin edilen 12,3 g UAKMY/L konsantrasyonuna sahip
graniil ¢amur as1 ¢amuru olarak kullanilmistir. 35£1°C’de sentetik atiksu ile siirekli
beslenen anammox reaktoriinde baglangicta 24 saat olarak uygulanan hidrolik bekletme
stiresi kademeli olarak 8 saate diisliriilmiistiir. Bu sirada giris amonyum ve nitrit azotu
konsantrasyonlar1 kademeli olarak sirasiyla 60 mg N/L’den 700 mg N/L’ye ve 80 mg
N/L’den 920 mg N/L’ye arttirilmistir. Anammox prosesinin performansi farkli azot
yiikleme hizlar1 ve farkli hidrolik bekletme siirelerinde degerlendirilmistir. Anammox
camur kiiltiirii anaerobik reaktdrden alinan as1 camurunun kademeli olarak beslenmesiyle
KOI/N oranmin azaltilmas: ile hazirlanmistir. Bu aklimasyon siireci 120 giin siirmiistiir.
Aklimasyon siirecinin ardindan hidrolik bekletme siiresinin kademeli olarak diisiiriilmesi
ve azot yiikleme hizinin kademeli olarak arttirilmasiyla anammox performansi i¢in en
uygun azot ylikleme hizi arastirilmistir. Bu siliregte amonyum giderim verimi %11-75,
nitrit giderim verimi ise %85-91 olarak belirlenmistir. Ancak kademeli olarak giris azot
konsantrasyonunun arttirilmast sonucu 5 gr N/L.giin azot yiikleme hizinda amonyum ve
nitrit giderim verimleri aniden diismiistiir.

Demir partikiillerinde bulunan elektronlarin anammox bakteri metabolizmasini
etkiledigi belirlenmistir (Van Niftrik vd. 2008). Ayrica demir elektrot reaksiyonlarinin
anammox bakterilerinin ¢cogalmasi i¢in uygun ortam olusturdugu bildirilmistir (Zhang vd.
2012). Bu dogrultuda Bi vd. (2014) tarafindan yiiriitiilen calismada demir oksit ilavesinin
anammox prosesinin isletmeye alma siirecine etkisi incelenmistir. Anaerobik as1 camuru
ile 0,5 litre hacimli 3 adet yukar1 akisli kolon reaktorii sentetik atiksu ile beslenmis ve
reaktorlere 0,03 mmol (minimol), 0,06 mmol, 0,09 mmol demir oksit eklenmistir.
Gozlenen azot giderim verimlerine gore anammox prosesi isletmeye alma siirecinin 3
faza ayrildigi bildirilmistir. Bu siiregte; 1. faz olarak tanimlanan hiicre par¢alanma fazinda
¢ikis amonyum konsantrasyonu giris amonyum konsantrasyonundan yiiksek olmakta, 2.
faz olan lag fazinda ¢ikis amonyum konsantrasyonu giris amonyum konsantrasyonu
civarinda sabitlenmektedir. Aktivite artis fazi olarak tanimlanan 3.fazda ise ¢ikis
amonyum konsantrasyonu ve nitrit konsantrasyonu hizla azalmaktadir.
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Hicre parcalanma fazi reaktorlerde sirasiyla 39, 31 ve 26 giin siirmiistiir. Lag
fazinin basladig1 amonyum ve nitritin es zamanl giderilmesi ile belirlenmistir. Lag faz 1.
reaktorde yaklagik olarak 53. giin, 2. reaktdrde 44. giin, 3. reaktdrde 34. giin sona ermis
ve anammox aktivitesi artmaya baslamistir. Anammox aktivitesinin hizla arttig1 aktivite
artts fazimin sona erdigine ve anammox prosesinin isletmeye alma siirecinin
tamamlandigina, nitrit tiiketiminin amonyum tiiketimine oraninin stokiyometrik orana
yakin hesaplandig1 zaman baz alinarak karar verilmistir. Buna gore R1 reaktdriinde 70
ginde, R2 reaktoriinde 59 ginde ve R3 reaktérinde 50 glnde aklimasyon sireci
tamamlanmistir. Calisma sonuglaria gére 0,09 minimol demir oksit ilavesi ile anammox
aklimasyon sireci 70 giinden 50 giine indirilebilmektedir.

Ren vd. (2015) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada anammox prosesi aklimasyon
siirecini kisaltmak amaciyla sifir degerlikli demir kullanilmistir. Sifir degerlikli demir
indirgeyici olarak kalinti oksijeni kullandig1 ve boylelikle zorunlu anaerobik bakteriler
icin uygun anaerobik ortami sagladigindan tercih edilmistir. Anammox prosesinin
aklimasyonu igin paralel isletilen ii¢c anaerobik yukari akisli ¢amur yatakli reaktore
anaerobik asi camuru eklenmistir. RO olarak tanimlanan reaktore demir ilavesi
yaptlmamis, R1 reaktoriine mikro sifir degerlikli demir ve R2 reaktoriine nano sifir
degerlikli demir ilave edilmistir. Sentetik atiksu ile beslenen reaktorlerde sabit 630 mg
N/L.glin azot yiiklemesi ile 48 saatlik hidrolik bekletme siiresinde 35°C’de aklimasyon
calismalar yliriitilmiistiir. Elde edilen azot giderim verimlerine gére amonyum giderimi
yaklagik olarak 35. giin baglamigtir. Amonyum gideriminde R2 reaktoriinde 84. giinde,
R1 reaktoriinde 105. giinde ve kontrol reaktoriinde 126. giinde maksimum degerlere
ulastlmistir.

Yin vd. (2016) tarafindan evsel atiksu aritma tesisinden temin edilen aktif camur
ile yukar akishi kolon reaktérde anammox kiiltiirii aklime edilmeye ¢aligilmistir. Bu
caligmalarda indirgenmis grafen oksit biyofilm tasiyici materyal olarak kullanilmagstir.
Paralel yiiriitiilen ¢alismalarda 0,3 L hacmindeki R1 reaktori kontrol reaktorii olarak, R2
reaktorii ise indirgenmis grafen oksit i¢erecek sekilde hazirlanmistir. Her iki reaktor de
35°C’de pH 7’de 50 mg/L amonyum ve 65 mg/L nitrit igeren sentetik atiksu ile beslenerek
isletmeye alinmugtir. 6 saatlik hidrolik bekletme siiresinde her iki reaktor de 460 gr
N/m3.giin azot yiikleme hiz1 ile siirekli beslenmistir. Her iki reaktorde de ilk giinlerde
amonyum konsantrasyonu giris amonyum konsantrasyonundan yliksek degerlerde
dleiilmiistiir. Olgiilen ¢ikis amonyum ve nitrit konsantrasyonu Bi vd. (2014) tarafindan
onerildigi sekilde fazlar olarak incelenmistir. Bu incelemeye gore R1 reaktoriinde hiicre
parcalanma fazi 19 giin, lag faz1 17 giin ve aktivite artis faz1 31 giin stirmiis boylece 67
giinde aklimasyon siireci tamamlanmistir. Indirgenmis grafen oksitin kullamldigi R2
reaktoriinde ise her bir fazin siireci kisalmis ve aklimasyon siiresi 49 giinde
tamamlanmaistir.

Guo vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen calismalarda sentetik atiksu ile beslenen
UASB tipi 2 reaktdor kullanilarak anammox prosesinin aklimasyon siiresinin
kisaltilmasina dair ¢alismalar yiiriitilmiistiir. Denitrifikasyon ¢amuru ve anammox asi
camuru 1. reaktore 10:1 oraninda 2. reaktore ise 50:1 oraninda eklenmistir. Her iki reaktor
de 7-7,5 pH’da 35°C’de aklimasyon siireci incelenmistir. Calisma siiresince azot giderim
verimi 0,23 kg/m®.giin’den 1. reaktorde 0,7 kg/m’.giin’e, 2. reaktérde ise 0,72
kg/mé.giin’e yiikselmistir. Calisma sonuglarina gore; anammox prosesine asi camuru
olarak denitrifikasyon bakterileri eklenmesinin iyi bir isletmeye alma stratejisi oldugu
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Onerilmistir. 1. reaktdrde hiicre pargalanma fazi 10 giin, lag faz1 8 giin ve aktivite artis
faz1 yaklasik olarak 7 giin siirmiis boylece aklimasyon siiresi 25 giinde tamamlanmustir.
2. reaktdrde ise hucre pargalanma fazi 12 giin, lag faz1 8 giin ve aktivite artig faz1 8 gin
stirmiis boylece aklimasyon siiresi 28 giinde tamamlanmaistir.

Sri Shalini vd. (2015) tarafindan yiiriitiilen ¢alismalarda, anammox ¢amurunun
diizenli depolama alanindan temin edilen taze ve 3 yildir depolanan evsel kat1 atik ile
sizint1 suyunun asi ¢amuru olarak kullanimi ile ulasilabilecek isletmeye alma siireleri
arastiritlmistir. Sentetik atiksu ile kesikli besleme uygulanarak oda sicakliginda isletilen
anammox reaktorlerinde en uygun as1 ¢amurunun 3 yildir depolanan evsel kati atik
oldugu ve bu as1 camuru ile isletmeye alma siiresinin 65 giinde gerceklestigi
belirlenmistir.

Anammox c¢amurunun aklimasyonuna yonelik olarak yiiriitilen ve yukarida
Ozetlenen ¢aligsmalarin hepsinde anammox kiiltiirii aklimasyonu i¢in 35+1°C sicaklikta 7-
7,5 pH’da, sentetik atiksu ile siirekli besleme uygulanmistir. Ayni isletme kosullarinin
uygulandig bu caligmalarda, isletmeye alma stirelerini etkileyen faktorler, a1t camurunun
turd ve uygulanan aklimasyon stratejisidir. Farkli as1 ¢amurlart ile farkli aklimasyon
stratejileri uygulanmasi sonucunda rapor edilen anammox prosesini isletmeye alma
streleri Cizelge 2.1 *de 6zetlenmistir.

2.8. Anammox Bakterilerinin Belirlenmesi i¢in Kullamlan Yoéntemler

Anammox bakterilerinin saptanmasi ve tanimlanmasinda yaygin olarak 16S
rRNA geninin PCR ile amplifikasyonu ve floresanli yerinde hibritlesme (FISH) metotlart
uygulanmaktadir (Song ve Tobias 2011). Mullis vd. (1986) tarafindan PCR tekniginin
kullanilmasindan bu yana, su ve atiksu aritiminda hedeflenen genin kisa siirede
cogaltilmasiyla molekiiler yontemlerin daha yiiksek verimle uygulanmasi miimkiin
olmustur (Wang 2011). PCR, belirli bir DNA sekansinin az miktarda DNA 6rneginden
cogaltilabilmesini saglayan hizli bir DNA klonlama yontemidir (Klug vd. 2009).

PCR tabanli bircok molekiiler teknik gelistirilmis, teknikte daha iyi verimlilik ve
kolay kullanim saglayan modifikasyonlar yapilmistir. Mikrobiyal ekolojide belirli bir
tiiriin veya genin sayisal olarak varligini tespit etmek amaciyla ger¢ek zamanli nicel PCR
(QPCR) yaygm olarak kullanilmaktadir (Smith ve Osborn 2009). qPCR ydntemi
belirlenmek istenen genin PCR ile ¢ogaltilmasi sirasinda ger¢ek zamanli olarak ¢ogalan
genlerden yayilan floresan sinyallerin belirlenmesi ve sayilmasia dayali bir tekniktir
(Higuchi vd. 1993). Azot oksitleyen mikroorganizmalarin belirlenmesine yonelik olarak
yiiriitiilen PCR ¢alismalarin birgogu, belirlenmesi hedeflenen metabolik prosese 6zgii 16S
ribozomal ribonukleik asit (rRNA) veya fonksiyonel genin ¢ogaltilmasina dayanmaktadir
(Junier vd. 2010; Li vd. 2010).
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Cizelge 2.1. Farkli ag1 camurlar1 ve aklimasyon stratejileri ile elde edilen isletmeye alma
sureleri

Isletmeye
As1 Camuru Aklimasyon stratejisi Alma Kaynaklar
Sdresi (gun)
. : Babaei
Anaerobik granil camur ?1]:;12/ eazljf)u {ﬁi;?fdemeh 120 vd.
) (2013)
| : — 70 Bi vl
Anaerobik as1 camuru 0,06 mmol demir oksit 59 (2014)
0,09 mmol demir oksit 50
- 126
: mikro sifir degerlikli Ren vd.
Anaerobik as1 camuru demir 105 (2015)
nano sifir degerlikli demir 84
. - 67 Yin vd.
AKUT gamur indirgenmis grafen oksit 49 (2014)
Denitrifikasyon gamuru D:A as1 orani: 10:1 25 GUo vd
(D) . e, |
ve anammox camuru (A) D:A as1 orani: 50:1 28 (2016)
3 yildir depolanan i 65 Sri Shalini
evsel kat1 atik vd. (2015)

16S rRNA geni, tiire 6zgli oldugu ve korundugu icin mikrobiyal kominite
kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla hedef olarak kullanilmaktadir. Anammox ve
diger mikrobiyal gruplarin sayisal olarak belirlenmesi ve anammox bakterilerinin tiim
mikroorganizmalar i¢indeki oraninin belirlenmesi amaciyla da 16S rRNA genini hedef
alan molekiiler caligmalar yiritilmiistir (Schmid vd. 2001). Ancak, anammox
proseslerini gerceklestiren cinslerin 16S rRNA genleri arasinda yiiksek bir dizi benzerligi
yoktur (Jetten vd. 2003). Bu nedenle, bilinen tim anammox bakteri turlerini hedefleyen
16S rRNA gen primerleri gelistirmek zordur ve daha 6nemlisi, mevcut 16S rRNA
genlerine ait primerler hentiz bilinmeyen anammaox cinslerini hedefleyemeyebilir.

Anammox bakterilerinin belirlenmesi ve diger mikrobiyal gruplara oraninin
belirlenmesi amaciyla kullanilan diger bir PCR’a dayali yontem fonksiyonel genlerin
belirlenmesi ve sayilmasidir. Fonksiyonel genler bir ortamda belirli bir mikrobiyal
grubun rolii hakkinda bilgi elde edilmesini saglamaktadir (Rotthauwe vd. 1997). Ayrica,
anammox prosesi gibi belirli bir prosese 6zgl olan fonksiyonel genlerin belirlenmesi
mikrobiyal gruplardan ziyade gerceklesen prosesin diger proseslere gore etkisini
belirlemeyi saglayabilmektedir. Anammox prosesinde azot giderimi saglayan mikrobiyal
gruplarin  belirlenmesi amaciyla yiiriitillen ¢alismalarda yaygin olarak amonyak
monooksijenaz alt birimleri (amoA ve amoB), nitrit oksidorediiktaz (nxr), hidrazin
dehidroksijenaz (hzo) ve hidrazin sentaz (hzsA) enzimlerini kodlayan fonksiyonel genler
kullanilmaktadir. Bu genlerin mikrobiyal azot cevrimindeki rolleri Sekil 2.6’da
gorilmektedir.
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Sekil 2.6. Mikrobiyal azot ¢eviriminde fonksiyonel genlerin roli

Sekil 2.6’da goriilecegi lizere, mikrobiyal azot ¢evriminde nitrifikasyonun ilk
adimi amonyumun nitrite oksidasyonu AOB veya AOA’lar tarafindan amonyak
monooksijenaz geni ile gerceklestirilir. Nitrifikasyonun ikinci asamasi olan nitritin nitrata
oksidasyonu ise nitrit oksitleyici bakteriler tarafindan NxrA’ca kodlanan nitrit
oksidorediiktaz enzimini tarafindan katalizlenir. Denitrifikasyon prosesi nagG/napA
tarafindan kodlanan nitrat rediiktaz enzimi ile nitratin nitrite indirgenmesi, nirK/nirS
tarafindan kodlanan nitrit rediiktaz enzimi ile nitritin nitrik okside indirgenmesi,
gnorB/cnorB tarafindan kodlanan nitrik oksit rediktaz enzimi ile nitrik oksitin nitréz
oksite indirgenmesi ve nosZ tarafindan kodlanan nitr6z oksit rediiktaz enzimi ile nitr6z
oksitin azot gazina indirgenmesi olmak iizere dort enzimi gerektiren dort ardisik
reaksiyon adimiyla gerceklesir. Anammox prosesinde ise ilk asamada nirK/nirS
tarafindan kodlanan nitrit rediiktaz enzimi ile nitritin nitrik oksite indirgenmesinin
ardindan amonyum ve nitrit birleserek hidrazin sentaz enzimi ile hidrazini olusturur ve
son adimda Hidroksilamin/hidrazin oksidorediktaz enzimi ile hidrazin azot gazina
dontistirilir. Sekil 2.6’da goriilen nitrit rediiktaz enzimine ait gen NrfA ise nitratin
amonyuma katabolik indirgenmesi prosesinde nitritin amonyuma indirgenmesini
saglamaktadir.

Hidroksilamin/hidrazin oksidorediiktaz, hidrazin sentaz ve nitr6z oksit rediiktaz
enzimlerini kodlayan anammox genlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler ile
yuriitilen PCR ¢alismalar1 bu genlerin aerobik ve anaerobik amonyum oksitleyen
bakterilerin belirlenmesine yonelik mikrobiyal ekoloji ¢aligmalari i¢in uygun oldugunu
gostermistir (Schmid vd. 2008; Quan vd. 2008; Li vd. 2010; Harhangi vd. 2012).
Anammox bakterilerinin belirlenmesi amaciyla ilk gelistirilen fonksiyonel gen, bilinen
tim anammox bakterileri tarafindan kodlanan ve hidrazini azot gazina oksitlemekte
kullanilan hidrazin oksidorediktaz genidir (Hooper vd. 1997). HZO ve HZS genleri icin
kullanilan primerlerin anammox bakteri tiirlerini 16S rRNA genleri i¢in kullanilan
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primerlere kiyasla daha iyi bir sekilde kapsadigi belirlenmistir (Li vd. 2010; Harhangi vd.
2012).

Anammox bakterilerinin sayisal olarak belirlenmesine yonelik calismalar igin
giivenilir bir hedef olarak kullanilan diger bir gen nirS genidir. Anammox bakterilerinde
nitrit rediiktaz enzimini igeren sitokrom cd1 nirS geni ile kodlanir. Nitrit rediiktaz enzimi,
nitritin  hidrazin olusturmak i¢in amonyum ile reaksiyona giren nitrik oksite
indirgenmesine aracilik eder (Li vd. 2011b). Dogal ekosistemlerde anammox
bakterilerinin saptanmasi igin yeni bir biyolojik indikator olarak nirS geni onerilmis ve
bu genin aktif anammox bakterilerini qPCR ile sayisal olarak degerlendirmek i¢in uygun
bir ara¢ oldugu dogrulanmistir (Dong vd. 2009; Lam vd. 2009; Li vd. 2011b).

Gilbert vd. (2015) tarafindan sentetik atiksu ile yiiriitiilen ¢alismada, anammox
prosesine diisiik sicakliklarin etkisi arastirilmistir. Calisma kapsaminda Anammox, AOB
ve NOB tiirlerinin miktar1 sirasiyla hidrazin  sentaz  geni  (primer gifti
hzsA1597F/hzsA1857R) (Harhangi vd. 2012), amonyak monooksijenaz geni (primer
ciftii.  AmoAl/AmoA2r) (Rotthauwe vd. 1997), ve NOB genini (primer gifti:
Nsrl113f/Nsr1264r) (Wittebolle vd. 2008) hedefleyen 16S rRNA genlerinin sayimi ile
belirlenmistir. Paralel olarak toplam bakteri 16S rRNA geninin de (primer gifti:
3411/518r) sayilmasmin ardindan farkli isletme kosullarinda anammox, AOB ve NOB
tiirlerinin toplam bakteri igerisindeki yiizdesi hesaplanmistir. Calisma baslangicinda 20°C
olarak uygulanan sicaklikta anammox bakterilerinin askida ¢ogalan sistemde toplam
bakterinin %16’sm1 olusturdugu belirlenmistir. Sicakligin 10°C’ye diistiriilmesi
sonucunda ise anammox bakteri oranin azaldigr ve %0,8 gibi diisiik oranlara indigi
belirlenmistir.

Hendrickx vd. (2014) tarafindan anammox prosesinin 10°C’de uygulanabilirligini
aragtirmaya yonelik olarak yiiriitiilen ¢alismada, deneysel olarak belirlenen anammox
aktivitesi mikrobiyal analizler ile belirlenen anammox bakteri miktar1 ile desteklenmistir.
10°C’de isletilen reaktdérden alinan numunelere anammox fonksiyonel geni olan hidrazin
sentaz genini hedefleyen primer cifti ile (hzsA1597F/hzsA1859R) kantitatif PCR
analizleri yliriitiilmiistiir. PCR analizleri sonucunda anammox hiicre sayisinin (1,06 £ 0.3)
x107 hiicre/ml ve camur konsantrasyonuna gére (2,12 + 0.6) x10%? hiicre/g UKM (ugucu
kat1 madde) oldugu belirlenmistir.

Hu vd. (2013) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, anammox reaktoriiniin isletmeye
alinmasindan itibaren AOB ve anammox tiirlerinin ¢ogalma stireci gercek zamanli PCR
analizleri ile sayisal olarak bakteri miktarlarinin belirlenmesi ile yorumlanmistir.
Anammox bakterileri icin hidrazin sentaz geni (gen ¢ifti: hzsA526F/hzsA1829R) ve AOB
trleri icin amonyak monooksijenaz geni (gen ¢ifti: amoA-1F/amoA-2R) ile yiritilen
caligmada, reaktoriin isletmeye alinmasindan 20 giin sonra hzsA ve amoA gen miktarlari
yaklasik 7x10° kopya/ml ve 4x10" kopya/ml olarak belirlenmis olup, bu miktarlara gore
AOB tiirlerinin ¢ogalmaya basladig1 sonucuna varilmistir. Reaktoriin 200 giinden fazla
siire isletilmesinin ardindan yapilan gercek zamanli PCR analizi sonucunda ise hzsA ve
amoA gen miktarlar1 yaklasik 2x107 kopya/ml ve 8,6x10° kopya/ml olarak belirlenmistir.
Yukar1 akisli reaktorde yiiriitiilen anammox prosesi ile birlikte denitrifikasyonun
gerceklestirilebilirliginin arastirildigi bir caligmada ise biyokiitlenin gercek zamanli PCR
analizi sonucunda, deney sonuglarina paralel olarak AOB tirleri, anammox bakterileri ve
denitrifikasyon bakterilerinin bir arada aktif oldugu belirlenmistir (Keluskar vd. 2013).
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2.9.Tezin Motivasyonu

Azot konsantrasyonu sucul ekosistemleri etkileyip halk saglig riski
olusturdugundan desarjdan once standartlara uygun hale getirilmelidir. Ginimuzde azot
giderimi geleneksel yontemlerin yani sira yenilik¢i prosesler ile de gergeklestirilmektedir.
Yenilik¢i proseslerden olan Anammox kismi nitrifikasyon ardindan uygulandiginda
karbon ekleme maliyetini ortadan kaldirmaktadir. Ancak prosesin pratik uygulama i¢in
dezavantajlar1 biiyiik reaktér hacmi, yiiksek biyokiitle alikonma siiresi ve Anammox
bakterilerinin diisiik spesifik ¢ogalma hiz1 nedeniyle uzun bir isletmeye alma donemi
gerektirmesidir. Anammox bakterisi igeren asi ¢gamuru ile sistem baslatilamadigi siirece
uygun asl camuru se¢imi ve uygun besleme kosullarinin belirlenmesi 6nem
kazanmaktadir.

Bu dogrultuda bu tez ¢alismasinda anaerobik ve aerobik ¢amur karisimi, kat1 atik
numunesi ve anaerobik ¢amur/aerobik ¢amur/kati attk numunesi karisimi agi ¢amuru
olarak se¢ilmistir. As1 camurlarina 1 dakida, 2 saat ve 12 saat besleme uygulanarak hangi
besleme siiresinin hangi asi ¢amurunda Anammox bakterilerinin aklimasyonunu
saglayacag1 gozlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. As1 Camurlarinin Temini ve Ozellikleri

Antalya Hurma Atiksu Aritma Tesisi’nde (AAT) atiksudan karbon, azot ve fosfor
giderimi amaciyla anaerobik/anoksik/aerobik proseslerden olusan aktif camur sistemi
uygulanmaktadir. Aklimasyon calismalarinda kullanilmak iizere aerobik bakteriler ve
nitrifikasyon bakterilerinden olusan as1 ¢amuru, aktif ¢amur prosesi ardindan aritma
camurlarinin son ¢okeltim tankina iletilmesi dncesinde yer alan geri devir hattindan temin
edilmistir (Sekil 3.1a).

Hurma Atiksu Aritma Tesisi’nde 6n ¢okeltim ve son ¢okeltim tanklarindan ayrilan aritma
camurlar1 yogunlastirildiktan sonra anaerobik stabilizasyona tabi tutulmaktadir.
Aklimasyon ¢aligmalarinda kullanilan anaerobik as1i g¢amuru anaerobik c¢amur
stabilizasyon tank1 geri devir hattindan temin edilmistir (Sekil 3.1b).

(@) (b)

Sekil 3.1. Hurma Atiksu Aritma Tesisi (a) aktif gamur geri devir hatt1 ve (b) anaerobik
camur geri devir hatt

Aklimasyon ¢aligmalarinda kullanilan kati atik numunesi Manavgat Kat1 Atik Ayrigtirma
ve Dizenli Depolama Tesisi’nden temin edilmistir. Depolama alaninda kati atiklardan
gaz Uretimi sirasinda kullanilan borularin tadilati amaciyla kat1 atiklar arasinda bir bdlge
kazilmistir. As1 gamuru olarak kullanilacak kat1 atitk numunesi bu kazi alanindan yaklasik
5 metre derinlikten alinmistir (Sekil 3.2).

(a) (b)

Sekil 3.2. (a) Manavgat Kat1 Atik Ayristirma ve Diizenli Depolama Tesisi depolama
alan1 ve (b) as1 camurunun temin edildigi bolge
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3.2. Anammox Reaktorlerinin Kurulmasi ve isletilmesi

As1 ¢amuru olarak kullanilacak aerobik ¢camur ve anaerobik camurun askida kati
madde (AKM) ve ugucu askida kati madde (UAKM) analizleri yapilmis ve as1 gamurlari
esit miktarda UAKM igerecek sekilde karistirilmistir. Kati atik numunesi ise, iyice
parcalanmis ve su igerisinde c¢Oziinmiistiir. Coziinmeyen kisimlar numuneden
uzaklagtirilarak aklimasyon ¢alismalarinda kullanilacak as1 ¢amuru olusturulmustur.
Aerobik ve anaerobik ¢amurdan olusan as1 gamuru ve kati atiktan elde edilen as1 gamuru
olmak tizere iki as1 ¢amuru ile 3 adet paralel isletilen aklimasyon reaktorii kurulmustur.
Birinci ve ikinci reaktore aerobik ve anaerobik asi ¢gamuru karisimi, tigiincii reaktore ise
katt atik as1 ¢amuru baslangic UAKM konsantrasyonlart 1 mg/L olacak sekilde
eklenmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. (a) Aklimasyon ¢alismalarinda kullanilan ag1 gamurlari (b) aklimasyon
reaktorleri

Reaktorler alliminyum folyo ile sarilarak 151k girisi ve bdylece fototrofik
bakterilerin ¢ogalmasi 6nlenmistir. Su ceketli olan reaktorlerin etrafindan su sirkiilasyonu
yapilarak reaktor sicakliklarmin 35°C olmasi saglanmistir. Reaktorlerde pH’in 7,5-8,0
civarinda tutulmasi i¢in giinliik olarak pH o6l¢iilmiis ve pH degisimi gozlendiginde pH
ayart asit (1IN H2SOg4) ve alkali (IN NaOH) ilavesi ile yapilmistir.

Reaktorler ardisik kesikli reaktor (AKR) diizeninde 24 saatlik ¢evrimlerle, bir
AKR cevrimi 23 saat reaksiyon periyodu, 30 dakika ¢cokelme periyodu ve 30 dakika
desarj periyodundan olusacak sekilde igletilmistir. Reaktorler manyetik karistiricilar ile
reaksiyon siireleri boyunca 100 rpm hizla karigtirilmistir. Cokelme periyodu
baslangicinda manyetik karigtiricilar kapatilarak biyokiitlenin ¢okelmesi saglanmistir.
Reaktorlere farkli siirelerde besleme periyotlari uygulanmistir. Reaktérlerde hidrolik
bekletme stiresi (HBS) anammox bakterileri i¢in uygun oldugu belirtilen 1,5 giin olarak
uygulanmistir. Bu amagla, reaktorlerde toplam 1 litre olan aktif hacimden giinliik olarak
cokelme periyodunun ardindan 660 ml atiksu pompalar yardimiyla bosaltilmis ve
besleme periyodunda 660 ml besleme ¢6zeltisi giinliik olarak eklenmistir. Anammox
bakterileri yavas ¢ogalma hizina sahip oldugu i¢in yaygin olarak uygulandigi gibi
reaktorden camur atilmamuistir.
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Aklimasyon ¢alismalar1 iki deney seti halinde yiiriitiilmiis olup, ilk deney setinde
farkli besleme siirelerinin anammox bakterilerinin aklimasyonuna etkisinin arastirilmasi
icin ayni a1 camuru ile baglatilan ilk iki reaktérden birincisine 1 dakika siireyle ikincisine
ise 2 saat silireyle ayn1 miktarda sentetik besleme ¢ozeltisi ilave edilmistir. Farkli as1
camurlarinin anammox bakterilerinin aklimasyonuna etkisinin arastirilmasi igin ise 2.
reaktore paralel olarak 2 saat siireyle isletilen 3. Reaktér kurulmus ve bu reaktore asi
camuru olarak kati atik numunesi eklenmistir. Ikinci deney setinde ise, besleme siiresinin
uzatilmasinin aklimasyon siirecine etkisinin arastirilmasi amaciyla, tim as1 ¢amurlar
karistirilarak olusturulan ag1 camurlari ile iki reaktér kurulmustur. Bu reaktorlerden birine
2 saat siireyle besleme uygulanirken, digerine 12 saat siireyle besleme uygulanmstir.
Cizelge 3.1°de aklimasyon caligmalarinin uygulandigi 5 reaktoriin baslangi¢ as1 gamuru
ve besleme kosullar1 bilgileri verilmektedir.

Cizelge 3.1. Aklimasyon ¢aligmalarinda kullanilan as1 ¢camurlari ve besleme kosullari

Set No | Reaktor No | As1 ¢amuru Besleme Suresi
R1 Aerobik + anaerobik camur 1 dakika
Setl |R2 Aerobik + anaerobik camur 2 saat
R3 Kat1 atik numunesi 2 saat
Set 2 R4 Aerobik + anaerobik camur 2 saat
R5 + kat1 atik numunesi 12 saat

Aklimasyon reaktorleri Van de Graaf vd. (1996) tarafindan Anammox
bakterilerinin aklimasyonu igin onerilen sentetik besleme ¢ozeltisi, iz element 1 ¢ozeltisi
ve iz element 2 cozeltisi ile beslenmistir. Sentetik atiksu ¢ozeltisi, Van de Graaf vd.
(1996) tarafindan o6nerilen 1:1 oranindan farkli olarak 1:1,3 oraninda amonyum: nitrit
igerecek sekilde hazirlanmistir. Her bir litre sentetik atiksuya iz element 1 ¢ozeltisinden
2 ml ve iz element 2 c¢ozeltisinden 2 ml eklenmistir. Sentetik besleme ¢ozeltisinin
kompozisyonu Cizelge 3.2°de, iz element ¢ozeltilerinin kompozisyonlari ise Cizelge
3.3’de verilmektedir.

Cizelge 3.2. Sentetik besleme ¢6zeltisi kompozisyonu

Bilesenler Konsantrasyon (mg/L)
Amonyum siilfat ((NH4)2S0.) 3540
Sodyum nitrit (NaNO>) 4.805
Potasyum hidrojen karbonat

(KHCO3) 5-364
Potasyum dihidrojen fosfat 292
(KH2PO4)

Kalsiyum klorit dihidrat

(CaClz.2H0) 2.549
Magnezyum sulfat heptahidrat 3207
(MgS04.7H20) '
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Cizelge 3.3. iz element 1 ve Iz element 2 ¢6zeltilerinin kompozisyonu

Ana Bilesenler Konsantrasyon (mg/L)
Iz Elementler 1

EDTA disodyum dihidrat (Na2EDTA.2H20) 10
Demir sulfat heptahidrat (FeSO..7H20) 9,14
iz Elementler 2

EDTA disodyum dihidrat (Na,EDTA.2H,0) 15
Cinko silfat heptahidrat (ZnSQO4.7H,0) 0,434
Kobalt Kklorit hekzahidrat (CoCl2.6H20) 0,24
Mangan klorit tetrahidrat (MnCl,.4H,0) 0,99
Bakar siilfat pentahidrat (CuSO4.5H20) 0,25
Sodyum molibdat dihidrat (NaMo00O4.2H,0) 0,22
Nikel Klorir (NiCl,.6H,0) 0,19
Sodyum selenit (Na>SeO3) 0,08
Borik asit (H3BO4) 0,014

Amonyum ve nitriti 1:1,3 oraninda icerecek sekilde modifiye edilerek hazirlanan
sentetik besleme ¢ozeltisi baslangigta 32,50 mg NHas-N/L ve 42,50 mg NO2-N/L olmak
uzere toplam 75,00 mg N/L igerecek sekilde reaktorlere beslenmeye baglanmis, giris
amonyum ve nitrit konsantrasyonlarinin azot giderim performansina etkisinin
incelenmesi amaciyla, reaktorlerin isletilmesi sirasinda amonyum ve nitrit
konsantrasyonlar1 degistirilerek farkli azot yiikleme hizlar1 uygulanmistir. Azot ylikleme
hizlar1 (AYH) Esitlik 3.1°de goriilen formiil kullanilarak hesaplanmistir.

NHy~Ng+NO;—N,
Oy

AYH (mg/L.gin) = (3.1)

Burada NHs-Ng reaktdre beslenen amonyum azotu konsantrasyonunu (mg N/L),
NO.-Ng reaktore beslenen nitrit azotu konsantrasyonunu (mg N/L) ve 6w hidrolik
bekletme suresini (gln) ifade etmektedir.

Literatiirde belirtildigi gibi anoksik kosullari korumak ve oksijeni uzaklastirmak
amaciyla reaktorlerin bosaltilmasindan sonra besleme periyodu 6ncesinde reaktorlere,
belirlenen konsantrasyonda besleme ¢ozeltisi, iz element 1 ve iz element 2 icerecek
sekilde hazirlanan 660 mL hacimdeki besleme ¢ozeltilerine birer dakika stireyle (Ar/CO2)
(%95/%5; 10 mL/dk) gaz karigimi piskiirtiilmistir.

Tim reaktorler 86 giin siireyle isletilmistir. Reaktorlerin isletilmesi sirasinda her
bir reaktdrde amonyum ve nitrit giderimini izlemek amaciyla iki giinde bir ¢ikis
atiksuyunda kalan amonyum ve nitrit konsantrasyonlart ol¢iilmiistiir. Nitrifikasyonun
gerceklesmesiyle nitritin nitrata doniismediginden emin olmak icin ayda bir kere ¢ikis
atiksuyunda nitrat konsantrasyonu olgiilmiistiir. Nitrat konsantrasyonunun 6l¢iildiigii
gunler azot giderim hizlar1 (AGH) ve azot giderim verimleri (AGV) sirasiyla Esitlik 3.2
ve Esitlik 3.3’de goriilen formiiller kullanilarak hesaplanmistir.

(NHy—Ng+NO;—Ng)—(NHs—N+NO,—Nc  NO3—N)

AGH (mg/L.gin) = 5
H

(3.2)
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AGV (%) = (NHy=Ng+NO;—Ng)—(NH4—Nc+NO,—Nc+NO3—N,)
(NHy—Ng+NO,—Ng)

(3.3)

Burada NHs-N¢, NO2-N¢, ve NO3-N; sirasiyla AKR ¢evrimi sonunda 6lgiilen
amonyum azotu, nitrit azotu ve nitrat azotu konsantrasyonlarini1 (mg/L) ifade etmektedir.

3.3. Analitik Yontemler
3.3.1. Amonyum azotu analizleri

Aklimasyon reaktorleri ¢ikis atiksularindaki amonyum azotu konsantrasyonlari
iki farkli standart metot kullanilarak belirlenmistir. Bu metotlar SM 4500-NHs-C
titrimetrik yontem ve 4500 NHzs-F fenat yontemidir.

Standart metotlara gére SM 4500-NHs-C titrimetrik metodun uygulanmasi
oncesinde SM 4500-NH3 B distilasyon yontemi uygulanmistir (APHA 2005). Bu amagla,
amonyak azotu konsantrasyonuna gore belirlenen miktardaki numune cam balona
koyulmus ve distile su eklenerek numune 500 mL’ye seyreltilmistir. Ardindan balona 25
mL borat tampon ¢6zeltisi eklenmis ve makro kjeldahl diizeneginde distilasyon islemi
uygulanmistir. Distilasyon islemi 250 mL distilat 50 mL borik asit ile karigik indikator
¢ozeltisi igeren erlene dolana kadar stirdtirtilmistiir (Sekil 3.4).

(a) (b)

Sekil 3.4. (a) Makro kjeldahl diizenegi (b) distilatin toplanmas1

Erlen igerisinde toplanan distilattaki amonyak azotu miktari, 0,02 N H2SO4
titrasyon ¢ozeltisi ile acik leylak renk gozlenene kadar titre edilmesi ile belirlenmistir.
Son olarak numunenin amonyak azotu konsantrasyonu Esitlik 3.4’te gorilen formdl
kullanilarak hesaplanmaistir.

_ (A—=B)xXNx14x1000
Vv

N (3.4)

Burada; A numune icin titrasyonda harcanan H>SOg titrasyon ¢ozeltisi hacmini
(mL), B sahit i¢in titrasyonda harcanan HoSO4 titrasyon ¢ozeltisi hacmini (mL), N H2SO4
titrasyon ¢ozeltisinin normalitesini ve V Numune hacmini (mL) ifade etmektedir.
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Fenat yontemi (4500 NHzs-F), amonyak konsantrasyonun 0,02-2,0 mg NHz-N/L
gibi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda oldugu durumlarda uygulanabilen, spektrofotometrik
bir yontemdir (APHA 2005). 10 mL numuneyi igeren tiplere 0,4 mL fenol ¢ozeltisi ve
0,4 mL sodyum nitroprusid ¢6zeltisi eklenmis ve her eklemeden sonra tiiplerin kapagi
kapatilarak iyice ¢alkalanmistir. Karanlikta 2 saat reaksiyon siiresinin gergeklesmesinin
ardindan numunelerin amonyum azotu konsantrasyonlar1 spektrofotometrede 640 nm
dalga boyunda o6l¢iilmiistiir. Amonyum azotu 6lglimleri éncesinde 0-2 mg/L arasinda
belirli konsantrasyonlarda amonyum azotu iceren standart ¢cozeltiler ile spektrofotometre
kalibre edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Fenat metodu amonyum azotu standart ¢ozeltileri

3.3.2. Nitrit analizleri

Aklimasyon reaktorleri ¢ikis atiksuyunun nitrit analizleri standart metot 4500
NO.-B kolorimetrik yonteme gore yapilmistir (APHA 2005). Kolorimetrik yontemde,
nitrit asidik kosullarda, siilfanilamid ve N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorit ile
reaksiyona girerek kirmizimsi-mor azo boyasi olusturur ve bu rengin yogunlugu
spektrofotometre ile Olculerek numunenin nitrit konsantrasyonu belirlenir. Nitrit
analizlerinde beherlere 100 mL numune koyulmus ve 2 mL renklendirme reaktifi
eklenmistir. Numuneler iyice karistirilip, reaksiyonun gergeklesmesi icin 10 dakika
beklenmistir. Ardindan numunelerin nitrit konsantrasyonlari spektrofotometrede 543 nm
dalga boyunda oSl¢iilmiistiir. Nitrit azotu 6lgtimleri 6ncesinde 0-1 mg/L arasinda belirli
konsantrasyonlarda nitrit azotu iceren standart cozeltiler ile spektrofotometre kalibre
edilmistir (Sekil 3.6).

o
- ————

Sekil 3.6. Kolorimetrik yontem nitrit azotu standart ¢ozeltileri
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3.3.3. Nitrat analizleri

Nitrat analizleri, Alman standart metotlarina gére (DIN, 2001) nitratin spektrofotometrik
belirlenmesi icin Merck test kitleri ile yapilmigtir. Bu ydntemde nitrat, 4-nitro-2,6-
dimetilfenol olusturmak tizere 2,6-di-metilfenol (DMP) ile reaksiyona girer ve reaksiyon
sonucu agiga ¢ikan renk yogunlugu spektrofotometrede olgiiliir. Reaksiyon tupine 1 mL
numune koyulmus ve tiiplere metotta belirtilen sekilde 1 mL reaktif eklenmistir. 10
dakika reaksiyon siiresinin ardindan numunelerin nitrat azotu konsantrasyonu
spektrofotometrede 365 nm dalga boyunda belirlenmistir.

3.3.4. Askida kati madde ve ugucu askida katt madde analizleri

Toplam askida katt madde miktar1 gravimetrik 6l¢iim esasina dayanan yontem ile
belirlenmistir (APHA 2005). Bu o6lgiim ilkesine gore, standart cam elyaf tarafindan
tutulan ve 103-105°C’de kurutma sonrasit olugsan bakiye askida kati madde olarak
tanimlanmaktadir. Askida kati madde numunelerinin daha sonrasinda 500-550 °C’de
yakilmasi sonucunda karbondioksit ve suya doniisen organik bdliimii ise ugucu askida
kat1 madde olarak tanimlanmaktadir.

AKM analizi igin daras1 alinmis filtre kagidi vakumlu siizme setine yerlestirilmis
ve iyice karistirtlip homojen hale getirilerek numune filtre kagidindan siiziilmiistiir. Filtre
kagidi 103-105°C sicakliga sahip etiivde 2 saat kurutulduktan sonra sabit tartima gelmesi
icin desikatorde 30 dakika bekletilmis ve hassas terazide tartimi yapilmistir. AKM
konsantrasyonu Esitlik 3.5°de goriilen formiil ile hesaplanmustir:

AKM (mg/L) = % (3.5)
Burada A etiivde kurutma sonrasi filtre kagidi agirligini (g), B filtre kagidinin ilk

agirligini (g) ve V numune hacmini (mL) gostermektedir.

AKM analizi yapilan filtre kdgid1 tartildiktan sonra 500-550°C olan kiil firininda
35-40 dakika yakilmig ve ardindan sabit tartima gelmesi i¢in desikatérde 30 dakika
beklendikten sonra tartilmistir. UAKM konsantrasyonu Esitlik 3.6’da gortlen formil ile
hesaplanmistir:

UAKM (mg/L) = % (3.6)

Burada A kiil firiinda yakmadan 6nceki filtre kagidi agirligini (@), C kiil firininda yakma
sonrast filtre kagidi agirligini (g) ve V numune hacmini (mL) gostermektedir.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizleri
3.4.1. DNA izolasyonu

200 mg 6rnek, igerisinde 0,1 mm g¢apli cam boncuk ve 400 uL par¢alama ¢ozeltisi
(CTAB -hexadecyltrimethylammonium bromide-, TrisHCI pH 8, EDTA, NaCl) bulunan

tiiplere transfer edilmis ve 1 dk 6000 rpm’de homojenize edilmistir. Yeni bir tlipe transfer
edilecek numunenin iizerine 400 pL baglama ¢ozeltisi (Guanidine thiocyanate, Tris-HCI,
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pH 8) eklenmis, 10 dk 95°C’de inkiibe edilmis, 400 pL 2-propanol eklenmis ve silika
kolona yiiklenmistir. 10000 g’de 1 dk santrifiij ile kolondan gegcirilen numunedeki
DNA’lar silika kolonda tutulmus, daha sonra iki defa yikama ¢6zeltisi (NaCl, Tris-HCI,
pH 8; Etanol) ile yikanmistir. Silika kolon santrifiigasyonla kurutulmustur. Silika
kolonda tutulan DNA’lar 100 uL niikleaz igermeyen, steril, deiyonize su (pH 7) ile
kolondan alinmis ve analize kadar -20 °C’de saklanmistir. DNA izolasyonu tamamlanmis
orneklerdeki DNA’nin miktar1 ve kalitesi spektrofotometrik yontemlerle olgiilerek
sonraki basamaklara uygunlugu test edilmistir. OD260/0D280 oran1 1.8-2.0,
0D260/0D230 orant 2.0-2.2 araliginda ve en az 10 ng/ pL (tercihen 50-300 ng/uL)
konsantrasyonuna sahip DNA’lar ile diger molekiiler islemler gergeklestirilmistir.

3.4.2. Gergek zamanh kantitatif PCR (QPCR)

Calisma kapsaminda anammox prosesinin gergeklesme durumunu belirlemek
amaciyla hidrazin sentaz geni, amonyum gideriminde nitrifikasyon prosesinin katkisinin
olup olmadigini belirlemek amaciyla amonyak monooksijenaz geni ile gergek zamanli
kantitatif PCR analizleri yapilmistir. Nitrit azotunun giderimi ise gesitli prosesler sonucu
gerceklesebilecegi i¢in nitritin; nitrfikasyon yol iziyle nitrata oksidasyonu nitrit
oksidorediiktaz geni, denitrifikasyon yol iziyle nitrit oksite indirgenmesi nitrit reduktaz
genleri ve amonyuma Kkatabolik indirgenme yol iziyle amonyuma indirgenmesi bu
proseste rol olan nitrit redilktaz geni incelenerek belirlenmistir. Hedef mikrobiyal
gruplarin sayimi igin kullanilan oligoniikleotit setlerinin adlar1 ve ilgili kaynaklar Cizelge
3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Azot giderim proseslerinde rol oynayan enzimlere ait primerler

Hedef Primer Ad1 Kaynak

Bakteri, 16S rRNA Bac519f - Bac519r Kolukirik vd. 2011
Bakteri, amc_)nyak monooksijenaz amoA-1F- amoA-2R | Yu vd. 2018
(amoA) geni

Arke, amonyak monooksijenaz Cren-Arch-amoAF- .

(amoA) geni Cren-Arch-amoAR Francis vd. 2005
Hidrazin sentaz (hzs) geni hzsA1597F- hzsA1857R | Harhangi vd. 2012

Nitrit oksidorediiktaz (nxrA) geni | NxrAF1370F- F2843R | Langone vd. 2014

Nitrit rediktaz (nirK) geni nirk-876F - nirk-1040R | Henry vd. 2006
Nitrit reduktaz (nirS) geni nirS-F - nirS-1622R Throback vd. 2004
Nitrit reduktaz (nrfA) geni nrfAF2aw - nrfAR1 Yuvd. 2018
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QPCR 15 s 95°C (ilk dongude 3 dk), 50 s 50°C, 5 s 78°C, floresan okuma
kosullarinda gergeklestirilmistir. Kullanilan tiim primer ¢iftlerinin primer dimer erime
sicakliklart 76 °C’den diisiik ve iirlin erime sicakliklar1 80°C’den yiiksek oldugu i¢in
okumalar 78°C’de gergeklestirilmistir. Boylelikle her okumada primer dimer kaynakli
floresan 1s1ma elenmistir. Isletim sonunda 65-95°C arasinda erime egrisi analizi
yapilarak, primer dimer olusumu ayrica test edilmistir. Reaksiyonlar 1.5 mM MgCly, 0.2
mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu, 0.1U High Fidelity Hot Start Tag DNA
Polimeraz, 1x EvaGreen-1, 5 ng/uL kalip DNA ve her bir primerden 0.5 uM igeren 10
ML’lik hacimlerde gergeklestirilmistir. QPCR verileri CFX Manager Software 3.0’da
analiz edilmistir. 22" yoéntemi ile hedef mikrobiyal gruplarin nispi miktarlari
hesaplanmistir (Livak ve Schmittgen 2001).

34



BULGULAR VE TARTISMA S. COBANSQOY

4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. As1 Camuru ve Besleme Kosullarimin Azot Giderim Verimine Etkisi (Set 1)

Paralel olarak isletilen ilk li¢ aklimasyon reaktorii bir hafta siireyle asi camurunun
uygulanan kosullara adapte olmasi ve as1 ¢gamurlarinda bulunan organik madde ve azot
bilesiklerinin tiiketilmesi amaciyla 32,50 mg NHs-N/L ve 42,50 mg NO2-N/L olmak
Uzere toplam 75 mg N/L azot konsantrasyonu ile azot yiikleme hiz1 49,54 mg/L.gin
olacak sekilde beslenmistir. 2. haftadan itibaren besleme ¢ozeltisi azot yiikleme hizi
yaklasik toplam 132,8 mg N/L.gun olacak sekilde arttirilmistir. Yaklasik bir ay siireyle
azot yiikleme hiz1 132,80 mg N/L.gin ile yiiriitiilen aklimasyon ¢alismalarinin ardindan
azot yiikleme hiz1 165,92 mg N/L.giin’e arttirilmistir. Bu azot yiikleme hizinda isletim
sirasinda reaktorlerde nitritin birikmesi nedeniyle 20. giiniin sonunda azot yiikleme hizi
130,77 mg N/L.gun’e indirilmistir. Aklimasyon surecinin son periyodu olan 8 glnlik
slirede ise azot yiikleme hizi 82,35 mg N/L.gin olarak uygulanmigtir. Aklimasyon
slirecinde mikroorganizmalara beslenen azot konsantrasyonlari Cizelge 4.1°de
Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1. Set 1 aklimasyon c¢alismalarinda reaktorlere beslenen azot
konsantrasyonlari

Uygulanan NH4-N NO2-N AYH
Besleme gunler Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | (mg N/L.gin)
Fazi (mg/L) (mg/L)
1 8-37 87,24 113,91 132,76
2 37-56 109,0 142,4 165,92
3 56 —82 85,93 112,21 130,77
4 82 —86 54,12 70,66 82,35
Reaktorlerde azot gideriminin hangi prosesler ile gerceklestirildiginin

belirlenmesi amaciyla proseslere 0zgii genlerin toplam bakteri miktarina nispi
miktarlarinin uygulanan azot yiikleme hizlari ile degisiminin incelenmesi amaciyla asi
camurlarinda bulunan gen miktarlar1 belirlenmistir. Bu amagcla yiiriitiilen gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyon analizleri sonunda elde edilen gen miktarlar1 toplam bakteri
miktarma nispi miktarlar olarak hesaplanmistir. Asi c¢amurlarinda bulunan azot
giderimine 0zgl genlerin toplam bakteri miktarina nispi miktarlar1 Sekil 4.1°de
gorulmektedir.
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Sekil 4.1. As1 gamurlarinda bulunan genlerin toplam bakteri miktarina nispi miktarlari

Sekil 4.1°de goriilecegi lizere, kat1 atikta bulunan mikroorganizmalarin yaklasik
%68’1 amonyum oksidasyonunu gerceklestiren AmoA genine sahiptir. Anaerobik asi
camuru ve aerobik asi ¢amurunda en fazla bulunan genler ise nitritin nitrik oksite
indirgenmesini saglayan nitrit rediiktaz enzimine ait NirS ve NirK genleridir. Anammox
bakterilerinin varligini tespit etmek igin kullanilan, nitrik oksit ve amonyumun hidrazine
dontisimden sorumlu olan hidrazin sentaz geninin kati atik numunesindeki
mikroorganizmalarda bulunmadigi tespit edilmistir. Aerobik ve anaerobik asi
camurlarinda ise bakterilerin sirasiyla %0,034 ve %0,028 nin hzsA genine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu durum anammox bakterilerinin ¢ogaltilmasi igin aerobik ve anaerobik
ast ¢amurunun kati attk numunesinden daha uygun bir asi ¢amuru oldugunu
gOstermektedir.

4.1.1. Aerobik ve anaerobik as1 camuruna kisa sureli besleme uygulanmasinin azot
giderimine etkisi (R1)

Aerobik ve anaerobik as1 camurlarinin karistirilmasiyla aklimasyon ¢aligmalarinin
baglatildig1 1. Reaktorde 1 dakikalik besleme siiresi ile farkli periyotlarda farkl azot
konsantrasyonlarinin beslenmesi sonucunda 86 gunliik aklimasyon strecinde elde edilen
cikis NH4-N, NO>-N ve nitrat azotu (NOs-N) konsantrasyonlart Sekil 4.2°de
gorulmektedir.

R1 reaktoriiniin isletilmeye alinmasinin ardindan oldukga diisilk amonyum azotu
ve nitrit azotunun beslendigi ilk haftanin sonunda sistemde %62 amonyum ve %60 nitrit
giderim verimi elde edilirken, reaktére beslenen amonyum azotu konsantrasyonun
arttirtlmasi ¢ikis amonyum azotu konsantrasyonunun artmasina sebep olmustur. Beslenen
nitrit konsantrasyonunun arttirilmasi ise 1. fazdan itibaren nitritin giderilemeden
reaktorde birikmesine sebep olmustur.
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Sekil 4.2. R1 reaktoriinde aklimasyon stirecinde ¢ikis azot konsantrasyonlari

Reaktorde elde edilen amonyum ve nitrit giderim verimleri her iki azot tirinin
de ortamda biriken miktarlar1 géz Oniine alinarak hesaplanmistir. Reaktorlerden giinde
660 mL hacim bosaltildig1 i¢in geriye 340 mL hacim kalmaktadir. Bu durumda, herhangi
bir giin ¢ikis suyunda Slgiilen azot konsantrasyonunun %34’ reaktorde kalmaktadir. Bu
dogrultuda giinliik azot giderim verimleri hesaplanirken, giris azot konsantrasyonu 0 gin
sisteme beslenen azot konsantrasyonu ve bir o6nceki Olglimde elde edilen azot
konsantrasyonunun %34’ toplanarak belirlenmistir. Hesaplanan giris azot
konsantrasyonu ile o giin 6l¢iilen ¢ikis azot konsantrasyonuna gore azot giderim verimleri
hesaplanmistir. Besleme yapilmayan cumartesi ve pazar giinlerinin ardindan 6lgiilen azot
konsantrasyonlar1 diger giinler Olgiilen azot konsantrasyonlarindan oldukca diisiik
olmustur. Bu durum mikroorganizmalarin yeterli siire verildiginde beslenen amonyum
azotu ve nitrit azotunu giderebilecek potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Sistemin
genel giderim verimini gorebilmek i¢in pazartesi giinleri 6l¢iilen azot konsantrasyonlari
icin giderim verimleri hesaplanmamistir. R1 reaktoriinde, yukarida bahsedilen

hesaplamalara gore belirlenen amonyum azotu ve nitrit azotu giderim verimleri Sekil
4.3’de goriilmektedir.
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Sekil 4.3. R1 reaktoriinde aklimasyon surecinde azot giderim verimleri

1. fazin sonu itibariyle reaktorde yaklasik %49 amonyum azotu ve %18 nitrit
azotu giderimi gergeklesmistir. 2. fazda giris amonyum azotu ve nitrit azotu
konsantrasyonlarinin arttirilmasi sonucunda amonyum azotu giderim verimi bir miktar
azalarak ortalama %38’e inerken, nitrit azotu giderimi azalmis ve 2. fazin sonunda nitrit
giderimi ger¢eklesmedigi gozlenmistir. 3. ve 4. fazlarda giris azot konsantrasyonlarinin
azaltilmas1 sonucu amonyum azotu gideriminde bir miktar daha azalma gozlenirken, nitrit
azotunun giderilmedigi ve ortamda biriktigi gdzlenmistir.

Elde edilen amonyak giderim verimlerinin hangi prosesler ile gergeklestiginin
belirlenmesi amaciyla, 1. fazin sonunda (34. giin), 2. fazin ortasinda (61. giin) ve
aklimasyon surecinin sonunda (86. giin) numuneler alinarak qPCR ile azot giderim
proseslerindeki genlerin toplam bakterileri miktarina nispi miktarlar1 belirlenmistir (Sekil
4.4). Aerobik ve anaerobik asi ¢amurlarinin karistirtlmasi ile olusturulan R1 asi
camurunda bakterilerde en fazla mevcut olan gen nitritin nitrik oksite doniisiimiinii
gerceklestiren bakir igeren nitrit rediiktaz enzimine ait nirK geni olmustur. R1
reaktoriiniin isletilmesi sirasinda nirK geninin toplam bakteriye nispi miktar1 kademeli
olarak azalmistir. Reaktdrde azot ylikleme hizinin arttirilmasina paralel olarak sitokrom
cdl igeren nitrit rediiktaz enzimine ait nirK geni miktari artmis ve 4. fazda azot yiikleme
hizinin azaltilmasiyla nirS geni miktar1 azalmigtir. Aklimasyon surecinin 1. fazinda
yapilan gen Olglimlerine gore amonyum oksidasyonunu saglayan amonyak
monooksijenaz enzimine ait AmoA geni nispi miktar1 azalirken, diger fazlarda azot
yiikleme hizinin arttirilmasi ile AmoA gen sayis1 artmustir.
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Sekil 4.4. R1 - azot gideriminden sorumlu genlerin nispi miktarindaki degisim

Anammox prosesinde rol alan hidrazin sentaz enzimine ait hzsA geninin miktar
ise aklimasyon siireci boyunca azalmigtir. Nitrifikasyon ile nitritin nitrata oksidasyonu
durumunu belirlemek amaciyla incelenen nitrit oksidorediiktaz enzimine ait nxrA geninin
bakterilere nispi miktarinin ise 1. fazda artarken, azot yiikkleme hizinin arttirilmasi sonucu
azaldig1 ve ardindan azot ylikleme hizinin azaltilmas ile arttig1 belirlenmistir. Nitratin
amonyuma Kkatabolik indirgenmesi prosesinin ger¢eklesme durumunu belirlemek
amaciyla incelenen nitrit redilktaz enzimine ait nrfA geninin bakterilere nispi miktari ise
R1 reaktoriiniin isletilmesi sirasinda azot yiikleme hizindan bagimsiz olarak azalmistir.

Molekiiler analiz sonuglarina gore aerobik ve anaerobik as1 camurlar ile
olusturulan reaktore 1 dakika siireyle azot beslemesi yapilmasi sonucunda bakteriler
anammox Yol izi yerine amonyumu gidermek i¢in amonyum oksidasyonuna yonelerek
amonyak monooksijenaz enzimini {iretmislerdir. YUksek konsantrasyondaki nitrit
azotunu gidermek i¢in ise bakteriler tarafindan sitokrom cd1 igeren nitrit rediiktaz enzimi
uretildigi sonucuna varilmaistir.

4.1.2. Aerobik ve anaerobik as1 gamuruna 2 saat sureli besleme uygulanmasinin
azot giderimine etkisi (R2)

Aerobik ve anaerobik asi ¢amuru ile olusturulan asi camurunun 2 saat sireyle
beslenmesi ile 86 giin boyunca yiiriitillen aklimasyon c¢aligmalari sirasinda R2
reaktoriinde reaktor ¢ikisinda Glgiilen NHa-N, NO2-N ve NOz-N konsantrasyonlar1 Sekil
4.5’de goriilmektedir.

R2 reaktorine 132,76 mg N/L.giin azot yiikleme hizinin uygulandigi 1. fazin
basinda R1 reaktoriine benzer sekilde nitrit azotu birikimi gézlenmistir. Ancak, yaklasik
ilk on giinlin ardindan mikroorganizmalar sabit miktarda nitrit azotu giderimi
gerceklestirmistir. 2. fazda azot yiikleme hizinin 165,95 mg N/L.giin’e arttirilmasi
sonucunda amonyum azotu konsantrasyonunda degisim gbzlenmez iken ¢ikis nitrit azotu
konsantrasyonlari 6nemli Ol¢iide artmistir. Bu fazdan itibaren reaktorde sirekli nitrit
azotu birikimi gozlenmistir. R2 reaktoriinde ¢ikis akiminda 6lgiilen amonyum azotu
konsantrasyonlar1 ise farkli azot ylikleme hizlariin uygulanmasi sonucunda c¢ok fazla
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etkilenmemistir. R2 reaktorii icin hesaplanan azot giderim verimleri Sekil 4.6’da
gorulmektedir.
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Sekil 4.5. R2 reaktdriinde aklimasyon siirecinde ¢ikis azot konsantrasyonlari

A NH4-N giderimi (%) B NO2-N giderimi (%)
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Sekil 4.6. R2 reaktoriinde aklimasyon strecinde azot giderim verimleri

R2 reaktoriinden aklimasyon siiresinin farkli fazlarindan alinan numuneler ile
yuratilen gPCR analizleri sonucu elde edilen nispi gen miktarlar1 Sekil 4.7°de
gorilmektedir. R2 reaktorinde anaerobik ve aerobik asi ¢amurunun Kkarigimi ile
olusturulan as1 ¢amurunda en ¢ok bulunan nirK geni nispi miktari aklimasyon siiresi
boyunca azalirken, R1 reaktdriine benzer sekilde nirS geninin nispi miktart azot yiikleme
hizinin arttirilmasina paralel olarak artmis ve azot yiikleme hizinin azaltilmasi ile
azalmistir. Nitrifikasyon ile nitritin nitrata oksidasyonu durumunu belirlemek amaciyla
incelenen nitrit oksidorediiktaz enzimine ait nxrA geninin bakterilere nispi miktar: da R1
reaktoriine benzer sekilde, nirS geninin tersine 1. fazda artmis, azot yiikleme hizinin
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arttirtlmas1 sonucu azalmis ve ardindan azot ylikleme hizinin azaltilmasi ile tekrar
artmistir. AmMOA geninin bakterilere nispi miktar1 nxrA geni ile benzer sekilde azot
yiikleme hizi ile ters orantili olarak degismistir.
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Sekil 4.7. R2 - azot gideriminden sorumlu genlerin nispi miktarindaki degisim

DNRA prosesinde rol oynayan nitrit reduktaz enzimine ait nrfA geninin
bakterilere nispi miktar1 ise R1 reaktoriinden farkli olarak 1. fazin sonunda %0,239’a
azalirken, yliksek azot yiikleme hizinin uygulandig: ikinci fazda yaklasik %64 artarak
%0,39 olmustur. Anammox prosesinin gostergesi olarak incelenen hzsA geninin as1
camurunda bulunan bakterilere nispi miktar1 %0,03 iken, 1. fazin sonunda %0, 1’e artarak
yaklasik 4 katina ulagmistir. Ancak, azot yiikleme hizinin 165,95 mg N/L.giin’e
¢ikarilmasi sonucunda hzsA geni miktar1 azalmistir. Hidrazin sentaz enzimini kodlayan
hzsA geninin nispi miktarindaki azalmanin yiksek nitrit konsantrasyonu nedeniyle
mikroorganizmalarin inhibe olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bu dogrultuda,
aerobik ve anaerobik as1 camuru kullanilarak aklimasyon siirecinin 132,76 mg N/L.gin
azot ylkleme hizinda 2 saat siireyle besleme ile uzun siire yiirtllmesi sonucunda
anammox bakterilerinin aklime edilebilecegi gorilmektedir.

Molekiiler analiz sonuglari, 1. fazda mikroorganizmalarin azot giderimi igin
anammox prosesini ger¢eklestirmek i¢in gerekli enzimi tiretmeye basladigini, ancak azot
yiikleme hizinin arttirilmasi sonucunda, DNRA yol izi ile nitriti amonyuma indirgemek
icin gerekli nitrit rediiktaz enzimini tiretmeye basladigini gostermektedir. Aklimasyon
siirecinin sonunda ise ortamda asir1 nitrit birikimi nedeniyle nitrit giderimi i¢in nitritin
nitrata oksidasyonunu saglayan nitrat oksidorediiktaz enziminin iretildigi sonucuna
varilmistir.

4.1.3. Kati1 atik as1 gamuruna 2 saat sureli besleme uygulanmasimin azot giderimine
etkisi (R3)

Diizenli depolama sahasindan temin edilen kat1 atitk numunesinin as1 ¢amuru
olarak kullanildig1 ve 2 saatlik besleme siiresinin uygulandigi R3 reaktoriinde 86 giinlik
aklimasyon siiresi boyunca 6lgiilen ¢ikis NH4-N, NO2-N ve NO3-N konsantrasyonlari
Sekil 4.8’de goriilmektedir. Kat1 atik numunesinin as1 ¢camuru olarak kullanildigi R3
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reaktoriinde 1. fazin baglangicinda yiiksek amonyum ve nitrit giderim verimi elde
edilirken, yaklasik 18. giinden itibaren reaktorde nitrit birikimi gézlenmistir. Amonyum
gideriminin ise R1 ve R2 reaktoriinden daha fazla oldugu gézlenmistir. R3 reaktoriinde
aklimasyon siresi boyunca hesaplanan amonyum ve nitrit giderim verimleri Sekil 4.9°da
gorulmektedir. Amonyum giderimi 1. fazda ortalama %30 olarak hesaplanirken, azot
yiikleme hizinin arttirilmasi ile %44 civarma yiikselmistir. Nitrit azotu giderimi ise 1.
fazin sonunda %15 iken, azot yiikkleme hizinin arttirtlmasi ile R3 reaktoriinde 2. fazdan
itibaren nitrit gideriminin gergeklesmedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.8. R3 reaktoriinde aklimasyon stirecinde ¢ikis azot konsantrasyonlari

A NH4-N giderimi (%) B NO2-N giderimi (%)
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Sekil 4.9. R3 reaktoriinde aklimasyon surecinde azot giderim verimleri
R3 reaktorinden aklimasyon siresi sirasinda alinan numuneler ile yiiriitiilen

gPCR analizleri sonucu elde edilen nispi gen miktarlar: Sekil 4.10’da goriilmektedir. R3
reaktoriinde diger reaktorlerden farkli olarak aklimasyon siiresince amonyum
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oksidasyonunu katalizleyen AmoA geni sayisi azalirken 1. fazin sonunda nitritin nitrik
oksite indirgenmesini saglayan nitrit rediiktaz enzimine ait nirS geni sayis1 artmistir. Azot
yiikkleme hizinin arttirilmasi sonucunda ise bakterilere nispi miktari en fazla olan gen nitrit
oksidorediktaz enzimine ait nxrA geni olmustur. Ayrica R3 reaktoriinde, baslangigta asi
camurunda bulunmayan hidrazin sentaz enzimi bakteriler tarafindan {iretilmis ve hzsA
geninin bakterilere nispi miktar1 %0,06’ya ulagsmistir. Ancak yiiksek azot yiikleme hizi
sonucu, hzsA geninin bakterilere nispi miktar1 aklimasyon siireci sonunda %0,015’¢
inmistir.

m hzsA nirk nirS nrfA = AmMoA mnxrA
2 68 |
.2
g N
g 25
5
g 9\_/ 20
E &
'E 5 15
L x
E |s
5
~ 0
0 34 . 61 86
Gilinler

Sekil 4.10. R3 - azot gideriminden sorumlu genlerin nispi miktarindaki degisim
4.2. Besleme Kosullarimin Azot Giderim Verimine Etkisi (Set 2)

[lk set deneylerin ardindan tiim as1 camurlar1 birlestirilerek olusturulan as1 gamuru
ile iki aklimasyon reaktorii olusturulmustur. Bu reaktorlerden birincisine 2 saat siireyle
besleme uygulanirken, 2. reaktore 12 saat siireyle besleme uygulanmustir. Ilk set
deneylerde elde edilen deneyimlere gore 2. set deneylerde daha diisik azot
konsantrasyonlart uygulanmistir. Bu amagla, reaktorlere 2. haftadan itibaren 28,64 mg
NH4-N/L ve 37,40 mg NO2-N/L olmak lizere toplam 66 mg N/L azot konsantrasyonu ile
azot yukleme hizt 43,59 mg N/L.giin olarak 60 giin boyunca uygulanmistir. Ardindan
¢ikis nitrit konsantrasyonunun artmasi nedeniyle besleme diizeni ayn1 konsantrasyonun
iki glinde bir beslenmesi yapilacak sekilde degistirilmistir. Set 2 deneyleri 66 mg N/L
azot beslemesinin yapildigi 1. faz ve ayni1 konsantrasyonun iki giinde bir uygulanarak azot
yiikleme hizinin yariya indirildigi 2. fazdan olusmaktadir.

4.2.1. Kanisik as1 camuruna 2 saat sureli besleme uygulanmasinin azot giderimine
etkisi (R4)

Karigik as1 camurunun 2 saatlik besleme stiresiyle beslendigi R4 reaktoriinde 86

giinliik aklimasyon siiresi boyunca 0l¢iilen ¢ikis NHs-N ve NO2-N konsantrasyonlari
Sekil 4.11°de giderim hizlar1 ise Sekil 4.12°de gorilmektedir.
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Sekil 4.11. R4 reaktoriinde aklimasyon siirecinde ¢ikis azot konsantrasyonlari

A NH4-N giderimi (%) B NO2-N giderimi (%)
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Sekil 4.12. R4 reaktoriinde aklimasyon siirecinde azot giderim verimleri

R4 reaktorinde karigik a1 ¢camuruna 43,59 mg N/L.giin azot yiikleme hizi
uygulanmasi ile yiiriitilen aklimasyon sirasinda ilk 30 gilin nispeten benzer c¢ikis
amonyum ve nitrit konsantrasyonlar dlgiilmiistiir. ilk 30 giin %40 amonyum azotu
giderim verimi elde edilirken, nitrit azotunun reaktorde biriktigi ve nitrit gideriminin
olmadigi belirlenmistir. Ancak, 30. giinden sonra ¢ikis amonyum azotu konsantrasyonlari
azalirken, ¢ikis nitrit azotu konsantrasyonlari artmigtir. Amonyum azotu giderim verimi
%090’a ulasirken, ¢ikis nitrit azotu konsantrasyonu giris konsantrasyonlarindan daha fazla
ol¢lilmiistiir. 70. guin itibariyle beslemenin iki glinde bir olarak yapilmasi ile azot yiikleme
hizinin 21,8 mg N/L.gun olarak uygulanmasi ¢ikis amonyum azotu konsantrasyonunun
artmasina ve ¢ikis nitrit azotu konsantrasyonunun azalmasina sebep olmus ve aklimasyon
slirecinin sonunda amonyum azotu giderim verimi %22’ye kadar inmistir.
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R4 reaktoriinde aklimasyon siireci baslangici ile 25., 50. ve 86. gunlerde yapilan
gPCR analizlerine goére incelenen genlerin bakterilere nispi miktarlar1 Sekil 4.13°de
gorulmektedir.
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Sekil 4.13. R4 - azot gideriminden sorumlu genlerin nispi miktarindaki degisim

R4 reaktoriinde karisik as1 gamuruna 2 saat siireyle besleme uygulanmasi sonucunda 25.
Gun itibariyle bakterilerdeki nitritin nitrik oksite indirgenmesini katalizleyen nirS ve nirK
genlerinin miktar1 azalmis, buna karsilik nitritin amonyuma katabolik indirgenmesini
saglayan enzime ait nrfA geni ile amonyum oksidasyonunu saglayan enzime ait AmoA
geninin nispi miktarlar1 artmistir. nrfA geninin artmasinin bakterilerin kat1 atikta bulunan
organik maddeyi aklimasyon siireci boyunca organik karbon kaynagi olarak kullanarak
nitriti katabolik nitrit indirgenmesi yol iziyle gidermeye yonelmesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. En yiiksek amonyum giderim verimine ulasilan 50. giin itibariyle ise
bakterilerdeki nrfA geninin nispi miktar1 nispeten sabit kalirken, AmoA geninin nispi
miktar1 azalmigtir. Buna karsilik nirS ve nirK genlerinin nispi miktarlar1 artmigtr.
Aklimasyon strecinin sonunda incelenen bakterilerin en yiiksek oranda nirS genine sahip
oldugu belirlenmistir. Anammox aktivitesi agisindan degerlendirildiginde as1 camurunda
hzsA geni nispi miktar1 %0,026 iken 50 giiniin sonunda bu miktar %0,0066’ya inmis,
ancak organik yiikleme hizinin azaltilmasi sonucu hzsA geni nispi miktar1 yaklasik alti
kat artarak %0,04’¢ ¢cikmustir.

4.2.2. Kangik ag1 camuruna 12 saat sureli besleme uygulanmasinin azot giderimine
etkisi (R5)

Karigik ag1 gamurunun 12 saatlik besleme siiresiyle beslendigi RS reaktoriinde 86

giinlik aklimasyon siiresi boyunca Olgiilen ¢ikis NHs-N, NO2-N ve NOs3-N
konsantrasyonlari Sekil 4.14’te gorilmektedir.
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Sekil 4.14. R5 reaktoriinde aklimasyon siirecinde ¢ikis azot konsantrasyonlari

R5 reaktoriine R4 reaktoriinden farkli olarak 12 saat silreyle beslenme
uygulanmasi sonucunda 1. fazda nitrit giderimi daha uzun siire ile elde edilmistir. R4
reaktoriinde nitrit giderimi 12. gun itibariyle sona ererken R5 reaktdrunde nitrit giderimi
yaklagik 21. gline kadar devam etmistir. Sekil 4.15’de gériilen amonyum azotu giderim
verimlerine gore RS reaktoriinde aklimasyon siirecinin baslangicinda yaklasik %2 olan
amonyum giderim verimi 1. Fazin sonunda %80’e ulagmistir. 2. fazda azot yilikleme

hizinin azaltilmasiyla amonyum giderim verimi azalmis ve aklimasyon suresi sonunda
azot giderim verimi yaklasik %50 olarak hesaplanmistir.

R5 reaktoriinden alinan numunelerde molekiiler analiz sonuclarina gore incelenen
genlerin toplam bakteri miktara gore nispi miktarlar1 Sekil 4.16°da goriilmektedir.
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Sekil 4.15. R5 reaktoriinde aklimasyon stirecinde azot giderim verimleri
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Sekil 4.16. R5 - azot gideriminden sorumlu genlerin nispi miktarindaki degisim

RS reaktoriinde karisik agi camuruna 12 saat siireyle besleme uygulanmasi ile
yiriitiilen aklimasyon galismasinda uzun besleme siiresi uygulanmasi sonucunda nitritin
nitrik oksite indirgenmesini saglayan nitrit rediiktaz enzimine ait nirS ve nirK gen
sayilarinin 1. faz sonunda azaldigi, aklimasyon siiresi sonunda ise bakterilerin yiiksek
miktarda nirS geni igerdikleri belirlenmistir. R5 reaktériinde R4 reaktérinden farkli
olarak aklimasyon siirecinin 1. fazindan AmoA ve nrfA gen miktarlarinin arttig
belirlenmistir. Ayrica, anammox bakterilerine ait gen olan hzs geninin bakterilere nispi
miktar1 1. fazin sonunda sifira inmis, ancak 2. fazin sonunda %1 ’e yilikselmistir. Bu durum
anammox bakterilerinin aklimasyonu i¢in uzun besleme siiresi uygulanmasinin uygun
oldugu sonucunu desteklemektedir.
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5. SONUCLAR

Anaerobik amonyum oksidasyonu, anaerobik kosullar altinda elektron alicisi
olarak nitritin varliginda amonyumun oksitlenerek azot gazinin {liretildigi prosestir.
Oksijen ve harici karbon gerektirmeyen diisiik maliyetli Anammox prosesinin en biiyiik
sorunu Anammox bakterilerinin olduke¢a diisiik ¢cogalma hizina sahip olmasidir. Bu
nedenle, en uygun as1 camurunun se¢imi veya reaktérde Anammox bakterileri birikimini
elde etmek icin en verimli reaktor sisteminin se¢imi igletmeye alma siirecinde son derece
onemlidir. Anammox prosesinin igletmeye alma siiresini kisaltmak i¢in uygun kosullar
belirlemek amaciyla farkli reaktdr konfiglirasyonlarinda aktif ¢amur, nitrifikasyon
bakterisi ve anaerobik c¢amur gibi farkli baslangic asi camurlar1 ile arastirmalar
yiirtitiilmiistir.

Bu dogrultuda, tez kapsaminda, ayni as1 ¢amuruna farkli besleme kosullarinin
uygulanmas1 ve farkli asi camurlarina aymi besleme kosullarinin uygulanmasi ile
anammox bakterilerinin aklimasyonu i¢in en uygun as1 ¢amuru ve besleme kosullar
belirlenmistir. Uygun as1 ¢amuru ve besleme kosullarinin belirlenmesi amaciyla azot
giderim verimleri ile birlikte azot giderim proseslerini gerceklestiren enzimlere ait
genlerin nispi miktarlar da incelenmistir.

Farkli ag1 camurlart ile farkli besleme siireleri uygulanarak yiiritiilen aklimasyon
caligmalar1 sonucunda as1 ¢amuru tiirliniin ve besleme siiresinin azot tiirlerinin
gideriminde hangi prosesin rol oynayacaginda oneme sahip oldugu belirlenmistir.
Deneysel ¢alismalar acrobik ve anaerobik asi ¢gamuru ile bir dakika gibi kisa bir siirede
besleme uygulanmasi durumunda Anammox prosesinde rol alan hzsA geninin miktarinin
azaldi@ini, ayn1 as1 gamuruna 2 saat siireyle beslenme uygulanmasi durumunda ise hzsA
gen sayisinin  arttigmi ortaya koymustur. Bu artig, yiliksek azot yiikleme hiz1
uygulandiginda, = muhtemelen  yuksek  nitrit konsantrasyonu nedeniyle
mikroorganizmalarin inhibe olmasi nedeniyle azalmustir.

Sri Shalini vd. (2015) tarafindan yiiriitiilen ¢alismalarda 3 yildir depolanan evsel
kat1 atik ile sizinti suyunun as1 ¢amuru olarak kullanilmasi durumunda anammox
bakterilerinin kisa siirede aklime edilebilecegi belirlenmistir. Ancak, bu ¢alismada,
molekiiler analiz sonuglarina gore kat1 atigin as1 camuru olarak kullanimi azot giderim
proseslerinin gerceklesmesi acisindan elverisli olmamistir. Farkli a1 ¢amurlarina ayni
besleme kosullar1 uygulanirken, oldukga farkli azot giderim verimleri ve gen miktarlari
elde edilmesi as1 ¢amurunun azot gideriminin hangi prosesle gergeklestirileceginde
biiyiilk 6neme sahip oldugunu gostermektedir. Genel olarak, Anammox prosesinde rol
alan hzsA geninin nispi miktarinin en fazla oldugu bakterilerde en fazla iiretildigi kosullar
uzun besleme siirelerinin uygulandigi kosullar olmustur. Bunun sonucunda, anammox
bakterilerinin aklimasyonu i¢in anaerobik ve aerobik ¢camurlarin uygun asi ¢amuru
oldugu ve uzun siireli besleme uygulanmasinin anammox bakterilerinin aklimasyonuna
katk1 sagladigi belirlenmistir.
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