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Ozet

Bir aritma tesisinin bagarisi biiyiik ol¢iide aritma igini yapacak mikrobiyal komiinitenin olusumuna
baghdir. Fonksiyonel oneme sahip populasyonlarin kaybolmasi veya aktivitesini yitirmesi aritma
sisteminde verim kaybina yol acar. Kisaca, bir sistemin kararli halde ¢alismast sahip oldugu
mikroorganizma tiirlerinin sistemde kararli halde tutulabilmesine baghdir.Yeterli miktarda ve
cesitlilikte mikroorganizmanin sistemde tutulabilmesi, optimum ¢camur yagsimin belirlenebilmesi ile
miimkiindiir. Ancak, son yillarda yapilan ¢alismalarla, ¢evre veya isletme kosullarinda bir farkhilik
olmadigi durumlarda dahi aritma sistemlerinin bir siire sonra stabilitesini kaybettigi gosterilmistir,
ancak stabil (kararly) aritma verimi elde etmek igin, kararli bir komiinite yapisina sahip olmak ge-
rektigi hala kesinlik kazanmamistir. Bu durum, diisiik biiyiime hizina sahip nitrifikasyon bakterileri
icin daha fazla 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada nitrifikasyon prosesi model olarak se¢ilmis ve
bu sistemlerin kararli yapisi iizerine arastirma yapilmistir. Biiyiime hizi ile dogrudan
iliskilendirilmesi nedeniyle ¢amur yasi bifiirkasyon parametresi olarak se¢ilmis ve laboratuar 6l-
cekli atiksu aritma reaktorleri farkl iki camur yasinda isletilmistir. Kimyasal analizler yaninda mo-
lekiiler analizler kullamlarak reaktorlerdeki nitrifikas-yon bakterilerinin sayisi ve yapisindaki degi-
simler incelenmistir. Elde edilen sonuglar, replika reaktorlerde toplam Amonyagi Oksitleyici Bakte-
ri (AOB) sayisi agisindan anlamly bir iliski olmadigini géstermistir. Bunun yanminda; biitiin 3 giin
camur yasina sahip reaktorlerde, 10 giin ¢amur yasina sahip reaktorlere gore AOB c¢egsitliliginin
daha fazla oldugu, ancak zamana bagli olarak cesitliligin azaldigi gériilmiistiir. Cesitlilikteki bu
azalma, yiiksek ¢camur yasinda isletilen reaktorlerde daha fazla gézlenmistir. Dizi analizi sonucu
baskin olan tiirlerin Nitrosomonas tiirleri ve heniiz kiiltiire alinmamus beta-proteobakteri oldugu
bulunmustur.
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Effect of sludge age on the diversity of
nitrification bacteria and reactor
stability

Extended abstract

Variations in the relative abundance of microbial
species are proved responsible of problems in bio-
logical treatment reactors. Quantitative ecology of
wastewater treatment processes is the way of under-
standing these variations in community composition.
In this point of view, many studies have been per-
formed not only to understand the microbial struc-
ture of a wastewater treatment plants, but also to
link microbial community dynamics to process sta-
bility. There are studies which investigated the in-
stability caused by environmental conditions using
lab- and full-scale treatment reactors. However, it is
still unclear that functional stability implies a persis-
tent community. Purkhold et al. (2000) found, for
example, that few of the nitrifying bacteria classi-
cally studied in the laboratory were present in full-
scale nitrification systems. and functionally stable
ecosystem. Saikaly et al. (2005) studied the stability
of the treatment performance of laboratory scale
sequencing batch reactors operated under different
sludge ages. Results of the work by Fernandez et al.
(1999) revealed that an extremely dynamic commu-
nity sustains a more reliable treatment performance
in terms of stable efficiency. However, similar stud-
ies revealed differences in the community structure
of any changes in AOB community structure. How-
ever, it is not clear whether persistent community
composition secures to get stable treatment per-
formance. This is especially important for the
microorganisms which have lower growth rate (e.g.
nitrifiers) as they would be less abundant compared
to others (e.g. heterotrophs). Loss or alteration of
key functional groups might cause unstable treat-
ment performance. Therefore, nitrification process is
selected as a main investigation subject in the pre-
sent study. Samples were collected for chemical
analysis and also for molecular analysis. FISH and
DGGE were applied to reveal total AOB numbers
and any changes in community composition.

To achieve this, two sets of replicate reactors were
operated under identical conditions under two dif-
ferent sludge ages (3 and 10 days) with the same
external conditions.
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During the whole investigation period, reactor 1 and
2 (3 days sludge age) achieved more than 88% COD
removal whilst reactor 3 and 4 (10 days sludge age)
achieved more than 96% COD removal. Results also
showed that replicate reactors with high sludge age
performed more stable nitrification performance
than the reactors with low sludge age. Nitrification
performance was assessed with ammonium, nitrite
and nitrate concentrations. In reactor 1 and 2, ni-
trate concentrations were in a range of 0 and 28.48
mg/L; whilst it was up to 40 mg/L in reactor 3 and 4.
Nitrite concentration was maximum 10 mg/L in re-
actor 1 and 2; whereas no higher than 2.5 mg/L in
reactor 3 and 4 during the first 30 days of experi-
ment.

FISH quantification revealed no correlation in total
AOB numbers within replicate reactors. DGGE
analysis also revealed decreasing similarities be-
tween replicate reactors over time. This was more
obvious in reactors with higher sludge. On the day
32, the similarity values were 70.6% and 26.7% be-
tween reactor 1-2 and reactor 3-4, respectively. Be-
side statistical analysis, predominant bands were
excised from DGGE gels and sequenced. Results
showed that they match to the following sequences:
Nitrosomonas oligotropha (97.6 % similarity; ac-
cession number: AF272422); Nitrosomonas sp.
1S7943  (97.4%  similarity,accession  number:
AJ621026) and uncultered beta-proteobacteria
(higher than 97.7% similarity; accession numbers:
AY062126, DO413103, DQ376558, AY064177). Se-
quencing results were in aggrement with the litera-
ture which states that Nitrosomonas species are
dominant in wastewater treatment reactors.

This study is of particular importance as there is still
a gap in knowledge on performance stability and
community composition in wastewater treatment re-
actors. Since, replicate reactors were run under
identical conditions, our findings could be helpful to
solve the link between performance and microbial
diversity. Furthermore, we hope that our findings
would be in use for designing treatment reactors
with new strategy.

Keywords: Wastewater treatment, nitrification, sta-
bility, FISH, DGGE.
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Giris

Aritma sistemlerinin performansi ¢evresel etki-
lerin yanisira sahip oldugu mikroorganizma top-
lulugunun ¢esitliligine ve mikrobiyal tiirlerin
miktarina baghdir. Bir sistem ne kadar farkli
tiirde mikroorganizma igerirse, gelen atiksu ti-
pindeki farklilik ya da ¢evre kosullarinda olusa-
bilecek degisiklikle o kadar iyi miicadele edebi-
lir (Rowan vd., 2003). Sonug olarak, bir sistemin
kararli1 halde caligmasi sahip oldugu mikroor-
ganizma tiirlerinin sistemde kararli halde tutula-
bilmesine baglhidir. Bu nedenle, son yillardaki
calismalar sadece aritma sistemlerinin sahip ol-
dugu mikrobiyal yapinin tanimlanmasi iizerine
degil, ayn1 zamanda mikrobiyal komiinite dina-
miginin proses stabilitesiyle iliskilendirilmesi
lizerine yagunlagsmaya baslamistir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarla, ¢cevre veya isletme kosulla-
rinda bir farklilik olmadig1 durumlarda dahi arit-
ma sistemlerinin bir siire sonra stabilitesini kay-
bettigi gosterilmistir (Kargi ve Eker, 2006;
Kaufman vd., 2005; Kargi ve Uygur, 2002;
Pollice vd., 2002). Yapilan diger arastirmalarda,
bu durumun bakterilerin lineer olmayan ¢ogal-
ma dinamiginden kaynaklandig: ileri siiriilmiis-
tir (Curtis vd., 1998; Fernandez, 1999;
Kaewpipat ve Grady, 2002); ancak stabil (karar-
I1) aritma verimi elde etmek i¢in, kararli bir ko-
miinite yapisina sahip olmak gerektigi hala ke-
sinlik kazanmamistir. Bu durum, diisiik biiytime
hizina sahip mikroorganizmalar (6rnegin; nitri-
fikasyon bakterileri) i¢in daha fazla dnem arz
etmektedir. Bu mikroorganizma gruplari, hete-
rotroflara gore ¢ok daha az miktarlarda buluna-
cag1 icin, olas1 kayiplar1 ya da sayica azalmalar
aritma veriminde stabil yapinin bozulmasina ne-
den olacaktir. Son yillarda aritma sistemi stabili-
tesine iligkin yiiriitiilen siirli sayida ¢alismada,
camur yasinin mikrobiyal komiinite ve stabilite
iizerine etkisine yogunlagilmigtir. Saikaly ve
digerleri (2005) laboratuvar olgekli ardisik ke-
sikli bir reaktorde mikrobiyal komiinite yapisi-
nin farkli ¢amur yaslarinda stabilitesini deger-
lendirmistir. Farkli ¢camur yaslarinda ¢alistirilan
replika reaktorlerden alinan numuneler iizerinde
molekiiler analizler yapilmig ve bakterilerin ko-
miinite yapisinin dinamik oldugu, isletme kosul-
lar1 ve sistem performansi degismese bile komii-
nite yapisinin devamli bir degisim i¢inde oldugu
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gosterilmistir. Calisma sonuglart ayrica, replika
reaktorlerdeki bakterilerin ayni sekilde siniflan-
digin1 ve isletme baslangicindan itibaren ayni
sekilde sapmalar gosterdigini ortaya koymustur.
Ancak yapilan benzer ¢alismalar, ayni sartlar al-
tinda calistirilan laboratuar dlgekli replika reak-
torler arasinda, bakteriyel komiinite bakimindan
zamanla farklilasmalar oldugunu gostermistir.
Ozellikle laboratuar olcekli reaktdrlerde daha
fazla rastlanan bu durum, kiiciik hacimlerde
daha az bakteri cesitliliginin bulunmasi ve bak-
teri ¢ogalmasiin lineer olmamasiyla aciklan-
mistir (Forney vd., 2001; Kaewpipat ve Grady,
2002). Saikaly ve Oerther’in (2004) yaptig1 bir
diger calismada ise farkli ¢gamur yaslarinin 6 saf
kiiltiiriin bulundugu bir komiinite yapis1 {izerine
etkisi ¢alisilmis ve bir model gelistirilmistir. Bu
modele gore, 2.28 giin ¢amur yasinda isletilen
bir reaktor, 5.66 giin SRT degerine sahip bir re-
aktorden daha fazla sayida farkli bakteri iger-
mektedir. Bunun nedeni olarak, yiiksek ¢amur
bekletme siirelerinde, bakteriler arasindaki reka-
betin ortama daha uygun olan tiirler tarafindan
kazanilmasi ve sistemin tlir kaybina ugramast,
dolayistyla da gesitliligin azalmas1 gosterilmis-
tir. Hallin ve digerleri (2005) tarafindan gercek-
lestirilen baska bir ¢alismada ise 2 farkli ¢amur
yasinda isletilen gercek Olcekli bir tesisten nu-
mune alimis, molekiiler yontemler kullanila-
rak, 10 giinden fazla 2 ayr1 camur yasi degerinin
Amonyag1 Oksitleyici Bakteri (AOB) yapist i-
zerine etkisi incelenmistir. Farkli camur yasla-
rinda, AOB sayilar1 arasinda bir farklilik goriil-
mezken, arastirma siiresinin basindan sonuna
dogru gidildikce AOB miktarinda belirgin bir
artis gézlenmistir. Ancak bu calisma gercek 0l-
cekli bir tesisten alinan numuneler iizerinde ya-
pildig1 icin, AOB sayisindaki bu artigin arastir-
ma boyunca artan sicakliktan m1 yoksa bakteri
cogalmasinin kendi lineer olmayan yapisindan
m1 kaynaklandigi belirlenememektedir.

Bu caligmada nitrifikasyon prosesi model olarak
se¢ilmis ve bu sistemlerin kararli yapisi iizerine
arastirma yapilmistir. Bliytime hiziyla dogrudan
iligkilendirilmesi nedeniyle ¢camur yas1 bifiirkas-
yon parametresi olarak secilmis ve laboratuar
Olcekli atiksu aritma reaktorleri farkl iki camur
yasinda isletilmistir. Sistem nitrifikasyon verimi
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yanisira amonyagi oksitleyici bakteri populas-
yonlarmin sayisi ve ¢esitliligi agisindan da ince-
lenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda son yillarda
gelistirilen molekiiler yontemler biiyiik avantaj
saglamaktadir. Bu  yOntemlerin  basinda
Floresanli Yerinde Hibritlesme Teknigi (FISH),
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Denaturan
Gradyent Jel Elektroforezi (DGGE) ve gercek
zamanli PCR (qPCR) gelmektedir. FISH ve
qPCR, bakterilerin sadece tiirlerinin degil
miktarlarinin da tayinine imkan tanimasi baki-
mindan son yillarda 6ne ¢ikan yontemler arasin-
dadir. Bunun yaninda DGGE, klonlama calis-
malariyla birlestirildiginde bir sistemin barindir-
dig1 biitiin mikroorganizma topluluklarinin be-
lirlenebilmesine olanak saglamasi nedeniyle 6-
nem arz etmektedir. Ayni sartlar altinda es za-
manli olarak isletilen replika reaktorlerin stabili-
tesinde meydana gelen degisimlerin nedenleri
incelenmistir. Elde edilen sonuclar sistem veri-
mi ve stabilitesinin saglikli bir sekilde degerlen-
dirilmesine, boylece sistem tasarimina Oneriler
getirilmesine ve maliyetin diisliriilmesine imkan
tantyacak olmasi bakimindan onemlidir.

Materyal ve yontem

Reaktor isletilmesi

6 L toplam, 4 L dolu hacime sahip 4 adet (2 rep-
lika) laboratuvar 6lgekli Ardigik Kesikli Reaktor
(AKR) 3 ve 10 gilin camur yaslarinda; 2’ser ay
siireyle 15 °C sabit sicaklikta 6 saatlik 4 dongii
seklinde isletilmistir (Kargi ve Uygur, 2002).
Reaktorler Yu ve digerleri (2004) tarafindan ta-
rif edildigi gibi, basit organik karbok kaynagi i-
ceren sentetik atiksu ile beslenmistir (Tablo 1).
Ast camuru olarak, gercek 6lcekli bir ileri evsel
atiksu aritma tesisinin geri devir hattindan ali-
nan aktif camur kullanilmistir.

Analitik yontemler

Reaktorlerin isletilmesi sirasinda sicaklik ve pH
stirekli olarak izlenmis ve EnviroMon (Pico
Envirotec Inc., Kanada) bilgisayar programi
kullanilarak kaydedilmistir. Askida kati madde
ve ugucu askida kati madde miktarlar1 Standard
Metodlar’a gore (APHA, 1993); kimyasal oksi-
jen ihtiyaci ve amonyak konsantrasyonlari ise
Spectroquant COD ve Spectroquant NH3-N Cell
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Test kitleri kullanilarak tayin edilmistir (Merck
& Co., Inc., USA). NO;-N ve NO,-N miktarlar
ise iyon kromotograf ile Olclilmiistiir (Dionex
Ltd., UK).

Tablo 1. Sentetik atiksuyu olusturan bilesenler
ve miktarlart

Kimyasal madde Atiksudaki
konsantrasyon

Glukoz 590 mg/L
Pepton 10.0 mg/L
KH,PO, 65.9 mg/L
NH,4C1 152.9 mg/L
CaCl, 13.85 mg/L
MgCl, 36.16 mg/L
ZnCl, 0.208 mg/L
CuSOy4 0.251 mg/L
MnSQO,4 0.275 mg/LL

Floresanh yerinde hibritlesme

Calisma boyunca alinan numuneler, laboratua-
ra soguk zincirde getirilmis ve aym giin fikse
edilmistir. Bu amacla, % 4’liikk paraformaldehit
(PFA) soliisyonu igerisinde 4 °C’de 3 saat sii-
reyle inkiibe edilmistir. Fiksasyondan sonra
hiicreler fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile yika-
nip PBS-Etanol (1:1, v/v) karisimi igerisinde
-20°C’de saklanmistir (Harmsen vd, 1996).
Fikse edilmis hiicreler hibridizasyondan 6nce
artan etanol konsantrasyonlarinda (% 50, 80,
100) dehidre edilmistir. Hiicreler % 35 deiyoni-
ze formamid igeren hibritlesme tamponu (0.9
M NacCl, 2 mg/ml Ficoll, 2 mg/ml Bovine Se-
rum Albumen, 2 mg/ml polivinil pirolidon, 5
mM EDTA, pH 8.0, 25 mM NaH,POy, pH 7.0,
% 0.1 SDS, 2.5 ng/uL hibritlesme probu) igeri-
sinde, 46 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir
(Amann vd., 1990; Manz vd., 1992). Bu ¢alis-
mada kullanilan problar ve spesifik olduklari
gruplar Tablo 2’de verilmistir.

AOB problar1 Cy5 boyast ile isaretliyken biitiin
bakterilere 6zgii problar ise Cy3 boyasi ile isa-
retlidir. Hibridizasyonu takiben, hiicreler 20
mM Tris-HCI (pH 7.2), % 0.01 SDS, 0-5 mM
EDTA ve 200 mM NaCl iceren yikama ¢ozeltisi
ile iki defa 48 °C’de yikanmislardir (Manz vd.,

1992). 10 pul numune, teflon kapli mikroskop la-
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Tablo 2. Calismada kullanilan problar, spesifik baglandiklar: gruplar ve dizilimleri

Prob adi Hedef gurup Dizilim (5°23)

Eub338i Cogu bakteri gruplari GCT GCC TCC CGT AGG AGT
Eub338ii Planctomycetales GCA GCC ACC CGT AGG TGT
Eub338iii Verrucomicrobiales GCT GCC ACC CGT AGG TGT
Nonbact338  Nonsense CGA CGG AGG GCATCC TCA
Nso1225 B-Proteobakteriyel AOB CGC CAT TGT ATT ACG TGT GA
Neu Halofilik Nitrosomonas sp  CCC CTC TGC TGC ACT CTA
CTE Neu probu rakibi TTC CAT CCC CCT CTG CCG
6a192 N. oligotropha grubu CTT TCG ATC CCC TAC TTT CC
c6a192 6a192 probu rakibi CTT TCG ATC CCC GAC TTT CC

mina damlatilip, kurutulmus ve lamelle kapa-
tilmagtir.

Gorlintiileme amaciyla Leica TSP2 konfokal la-
zer taramali mikroskop (CSLM) (Leica Micro-
systems, Heidelberg, Germany) Argon-iyon ve
Helyum-Neon lazerleri ile birlikte kullanilmistir.
Her iki probla da isaretli bolgeler AOB kolonisi
olarak kabul edilmis ve her numune igin 10 tane
1-2 um aras1 optik kesitlere sahip goriintii alin-
mistir.  AOB  mikrokolonilerinin ¢aplar1 ise
DAIME goriintii analiz programi yardimiyla 6l-
clilmiis ve analiz edilmistir (Daims vd., 2005).
Bu program yardimiyla elde edilen sonuglar ise
toplam AOB sayist belirlenmek iizere Coskuner
ve digerleri (2005) tarafindan tanimlanan yon-
temde kullanilmistir. Bu yontem, birim UAKM
basma bulunan AOB mikrokoloni hacimine da-
yanir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta; bu
yontemde, AOB kolonilerinin kiiresel oldugu ka-
bul edilir ve ortalama hacim 4/3 nr’ formiiliine
gore hesaplanir. Yontemin uygulanmasi sirasinda
gerekli biitlin istatistiksel analizler Minitab v11
bilgisayar programi ile yapilmistir (Minitab Inc.,
State College, Pa.).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Oncelikle numunelerde bulunan genomik DNAlar
(GNA) FAST DNA Spin Kit for Soil (Q-Biogene,
Belcika) kullanilarak izole edilmistir.

GDNA’larin izolasyonunu takiben yuvalanmig
PZR yontemiyle Once biitlin bakterilere 6zgii
primerlerle hedef bolgeler cogaltilmis, sonra
baglanma sicakligi 57 °C olan AOB’lere 6zgii
primerlerle 16S rRNA bolgeleri ¢ogaltilmistir.
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Asagidaki Tablo 3’te g¢alismada kullanilan pri-
mer dizileri gosterilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan primerler ve
dizilimleri

Primerin Adi Dizilim (3°—5°)

PA AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
pH' AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA
CTO654r CTAGCYTTGTAGTTTCAAACGC
CTO189f*
(A+B+C) GAGRAAAGYAGGGGATCG
Bu calismada, PCR reaksiyonlar1 0.2’ser

pmol/uL primer, 0.2 mM dNTP, 2.5 mM
MgCl,, 0.02U/uL taq polimeraz enzimi ve 1X
PCR tamponu igeren ¢ozeltilerde gerceklestril-
mistir. PCR reaksiyonlart TECHNE-TC 412 m
Termal Déondiiriicii’de (Ingiltere)l déngii 5 dk,
94 °C, 30 dongii (45 sn, 94 °C - 45 sn spesifik
baglanma sicaklig1 - 45 sn 72 °C), 1 dongii 10
dak 72 °C olarak yapilmistir.

Denatiiran gradyen jel elektroforezi (DGGE)

Amonyag1 oksitleyici bakterilere 6zgii 16S
rDNA’larin V3 bolgeleri DGGE ekipmani kulla-
nilarak (Bio-Rad DCode™, ingiltere), 200 V’da,
60 °C’lik 1XTAE (40 mM Tris, 20 mM asetat, 1
mM EDTA) igerisinde, % 35-60 denatiiran kon-
santrasyonuna sahip (% 100 denatliran 7 M iire
ve % 40 v:v formamid igerir) poliakrilamid jel
kullanilarak 6 saat siireyle kosturulmustur. Elek-
troforez isleminin ardindan jeller 20 dakika
1xSybrGold igerisinde bekletildikten sonra, UV
altinda jel goriintiileme sisteminde fotograflari
cekilmis ve Bionumerics Vers.4.1 yazilim pake-
ti (Applied Maths, Belcika) ile analiz edilmistir.
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[statistiksel analizler ise Minitab v11 yazilim
(Minitab Inc., State College, Pa.) ile gerceklesti-
rilmistir. DGGE jellerinde her bir numuneye ait
sinirli sayida bant elde edildigi icin klonlama
yerine DGGE jelinden bant kesme ve dizileme
analizine gonderme yolu tercih edilmistir. Dizi
analizi sonuglari Chromas programu ile incelen-
mis (Chromas Lite 2.01, Technelysium Pty Ltd.) ve
“http://www.ebi.ac.uk/fasta33/nucleotide.html” in-
ternet sitesi kullanilarak tiir tanimlamalar1 yapil-
migtir.

Deneysel calisma sonuclari

Kimyasal analiz sonuc¢larn

Sekil 1’de gorildiigli gibi, camur yas1 3 giin
olan reaktorlerin UAKM konsantrasyonlari
1199 + 803 mg/L ve 1218 + 485 mg/L iken 10
giin olan reaktorlerin ki ise 4671 £ 916 ve 4605
+ 1056 mg/L degerlerini almistir.

Oncelikle, ayni kosular altinda cift calisilan
reaktorlerin sahip oldugu UAKM degerleri ara-
sinda bir korelasyon olup olmadigina bakilmis-
tir. Yapilan istatistik analizler sonucu 10 giin ¢a-
mur yasina sahip reaktorlerde pearson korelas-
yon katsayisinin 0.892 oldugu bulunmustur. Bu
deger istatistiksel olarak yiiksek korelasyon ola-
rak degerlendirilebilecek bir degerdir. Ancak, 3
giin camur yasina sahip reaktorlerde bu deger

0.598’¢ diigsmiistiir. Bu sonu¢ bize diisiik camur
yaslarinda isletilen reaktorlerde, yiliksek camur
yastyla isletilen reaktorlere gore, dissal bir etki
olan camur yas1 gibi bir isletme parametresinin,
i¢sel etki olarak degerlendirilen; bakterilerin bii-
yiime dinamiginden daha etkili olabilecegini
gostermektedir.

Aritma verimleri degerlendirildiginde, reaktor 1
ve 2°de (camur yas1 3 giin) % 88 £+ 14.5 ve % 88
+ 14.75 KOI giderim verimi elde edilirken bu
deger reaktor 3 ve 4’te (camur yas1 10 giin) %
96 £ 1.7 ve % 96 + 1.8’e ulasmustir. Nitrifikas-
yon verimini 6l¢gmek amaciyla NH3-N, nitrit ve
nitrat konsantrasyonlar1 6l¢lilmiistiir. 3 giin ¢a-
mur yasina sahip reaktér 1 ve 2’de nitrat kon-
santrasyonlart 0 ila 28.48 mg/L ve 0 ila 25.0
mg/L arasinda degisirken; 10 glin camur yasina
sahip reaktor 3 ve 4’te ise sirasiyla 40 ve 34
mg/L’ye kadar yiikselmistir. Nitrit konsant-
rasyonlar1 incelendiginde reaktoér 1 ve 2’de en
fazla 10 mg/L degeri elde edilmistir. Reaktor 3
ve 4’te ise bu deger ilk 30 giin boyunca 2.5
mg/L’nin asagisinda kalirken c¢alismanin ilerle-
yen asamalarinda 18 mg/L ve 17 mg/L’ye kadar
yiikselmistir (Sekil 2).

FISH Sonuglan
Calisma siiresince alinan 5 numunede toplam
Amonyag1 Oksitleyici Bakteri (AOB) sayis1 FISH

—8— Reaktdr 1-SRT=3 giin
—&— Reaktdr 2-SRT=3 gun
UAKM —a— Reaktdr 3-SRT=10 giin
—A— Reaktor 4-SRT=10 gln
= 7000 ~
)
£ 6000 -
=
S 5000
>
0
£ 4000 -
IS
% 3000 -
G
X 2000 -
(2}
2 1000 -
-
< 0
Zaman (giin)

Sekil 1. Caligma siiresi boyunca reaktorlerin sahip oldugu UAKM degerleri
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35 | —e— SBR 1 NO3-
—a— SBR 1 NO2-
30 4 —=—SBR 1 NH3

mg N/I

@ 8 8 b ¥ 2 ¢ 8
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61
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—a— SBR 3 NO2-
30 —=—SBR 3 NH3
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35 | —e—SBR 2 NO3-
—a—SBR 2 NO2-
30 —=— SBR 2 NH3
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; 20 4
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T2 k5 8835 T 2 28505 5

Zaman (Giin)

—e—SBR 4 NO3-
—a— SBR 4 NO2-
—=—SBR 4 NH3
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Sekil 2. Reaktorlerdeki amonyak, nitrit ve nitrat konsantrasyonlarinin zamana bagl degisimi
(a) Reaktor 1, (b) Reaktor 2, (c) Reaktor 3, (d) Reaktor 4

yontemi  kullanilarak ~ bulunmustur.  FISH
yontemi sonucu elde edilen mikroskop goriin-
tiileri kullanilarak, her bir numunedeki mikro-
koloni sayist tespit edilmis ve Coskuner ve
digerleri (2005) tarafindan tanimlanan yon-
temle toplam AOB sayis1 bulunmustur.

Hesaplamalar sonucunda Tablo 4’te verilen
sonuglar elde edilmistir. Toplam AOB sayilar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, gerek 3
giin gerekse 10 giin ¢camur yasiyla isletilen es
reaktorler arasinda bir uyum goriilmemistir. Bu
sonuglar, reaktorlerde lineer olmayan biiyiime

dinamiginin etkili olabilecegi sonucunu akla
getirmistir.

Ozellikle 10 giin c¢amur yas1 ile isletilen
reaktorlerde nitrifikasyon verimi oldukcga yiik-
sek ve stabildir. Buna ragmen, her iki reak-
tordeki AOB sayilar1 arasinda bir iliski mevcut
degildir. Bu sonug, komiinite stabilitesi yaninda
fonksiyonel stabilite iizerinde de durulmasi
gerektigini gostermistir. Toplam say1 agisindan
farklilik gosteren es iki reaktor galisma siiresi
boyunca fonksiyonel olarak kararli yapisini
siirdlirmeyi basarmustir.

Tablo 4. Reaktorlerdeki toplam AOB sayilarinin zamana bagl degisimi

Zaman  Reaktor 1 Reaktor 2 Reaktor 3 Reaktor 4

(Giin)  (hiicre/mL) (hiicre/mL) (hiicre/mL) (hiicre/mL)
12 5.13E+08 9.13E+08 3.77E+08 7.13E+08
21 6.08E+07 7.87E+08 5.41E+08 5.76E-+08
30 2.51E+08 6.53E+07 3.20E+08 1.77E+08
41 3.87E+08 9.75E+07 9.56E+07 9.03E+08
59 8.00E+07 1.06E+08 1.60E+08 2.86E+08
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Denatiiran gradyen jel elektroforezi
sonuclari

Toplam AOB sayist yaninda AOB komiini-
tesindeki degisiklikleri ve varsa es reaktorler
arasindaki benzerligi ortaya koyabilmek icin ali-
nan numuneler lizerinde DGGE analizleri yapil-
mis ve jel goriintiileri bilgisayar programi yardi-
miyla analiz edilmistir. Yapilan optimizasyon
caligmalar1 sonucu % 35-60 denaturan konsan-
trasyonunun DGGE analizi i¢in uygun oldugu
goriilmiis, PCR f{iriinleri bu denaturan konsan-
trasyonuna sahip jellerde yliriitiilmiis ve Sekil
3’de gosterilen goriintiiler elde edilmistir. Jel
goriintiilerinden de anlasilacag lizere, genel ola-
rak 10 gilin ¢amur yasinda isletilen reaktorler, 3
giin ¢amur yasinda isletilen reaktorlere gore
daha az tiir cesitliligine sahiptir. Benzer sekilde;
Saikaly ve digerlerinin (2005) yaptig1 bir ¢alisg-
mada, laboratuar Olgekli ardisik kesikli reak-
torler 2 ve 8 giin camur yaslarinda isletilmis ve
diisitk camur yasina sahip olan sistemde yiiksek
camur yasina gore daha ytiksek bir cesitlilik el-
de edilmistir. Bunun sebebi olarak, yiiksek ca-
mur yasina sahip sistemlerde belli tiirlerin bas-
kin hale gelmesi ve digerlerinin sistemden yi-
kanmasi gosterilebilir. Burada dikkat ¢eken diger
bir nokta, 10 giin camur yasma sahip reak-
torlerden elde edilen DGGE bantlarinin hepsi 3

glin camur yasinda isletilen reaktorlerde mev-
cuttur. Jel gorlintiileri bilgisayar programi kulla-
nilarak incelendiginde ve istatistiksel analizleri
yapildiginda ise, her iki ¢camur yas1 degerinde
isletilen es reaktorlerin sahip oldugu AOB tiirle-
rinin benzerligi acisindan zamana bagli olarak
bir azalma goriilmiistiir; ancak bu azalma 10
glin ¢amur yasina sahip reaktdrlerde daha faz-
ladir. 3 giin ¢gamur yasina sahip es reaktorlerde,
en diisiik benzerlik 33. giinde alinan numunede
gortlirken (% 70.6), 10 giin ¢amur yasinda
isletilen reaktorlerde ise bu deger 41. giinde %
26.7’ye diismiistiir. Bu durum diisiik camur ya-
sina sahip reaktorlerin zamana bagl olarak sta-
bil yapilarim1 yiiksek ¢amur yasinda isletilen
reaktorlere kiyasla daha iyi koruyabildiklerini
gostermektedir.

Her bir reaktoriin AOB g¢esitliligindeki degisim
kendi i¢inde incelendiginde, yine ayni sekilde
diisitk camur yasina sahip her iki reaktorde de
kendine benzerlik degeri yiiksek ¢amur yasinda
isletilen reaktorlere gore daha fazladir. 10 giin
camur yasina sahip her iki reaktdrde de 6zellikle
32. giinden sonra baslangi¢ zamaninda alinan ilk
numuneye gore (10. giin) benzerlik % 0’a kadar
diismiistlir. 3 giin camur yasinda igletilen reak-
torlerde ise bu deger en diistik % 75 olmustur.

Sekil 3. Reaktorlerin sahip oldugu AOB komiinitelerinin DGGE profilleri
Serit 1-2: 10. giin; 3-4.: 24. giin, 5-6: 33. giin, 7-8: 40. giin; 9-10 48. giin; 11-12: 56. giin
(a) 3 giin camur yasiyla isletilen Reaktor I ve 2; (b) 10 giin camur yasiyla igletilen Reaktér 3 ve 4
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Bu sonuglar, reaktorlerin nitrifikasyon perfor-
manstyla birlikte degerlendirildiginde, daha az
cesitlilige sahip olsa ve stabil bir AOB populas-
yonunu siirdiiremese bile 10 giin ¢camur yasiyla
isletilen sistemin nitrifikasyon veriminin daha
stabil oldugu goriilmiistir. Bu bulgular,
Fernandez ve digerleri (1999) tarafindan elde
edilen sonuglarla uyumludur. Arastiricilar, bir
yildan uzun siireyle laboratuar 6lgekli bir an-
aerobik reaktor isletmislerdir ve stabil verim el-
de ettikleri halde mikrobiyal populasyonun yiik-
sek oranlarda dinamik oldugunu gostermislerdir.

AOB profillerinin istatistiksel analizinin yanin-
da, baskin olan bantlar kesilip, 16S rRNA bol-
geleri cogaltilmis ve dizi analizine gonderilmis-
tir. Elde edilen diziler bilgi bankasiyla karsilag-
tirlldiginda; bantlarin % 97.6 benzerlik ile
Nitrosomonas oligotropha’ya (EBI erisim nu-
marast: AF272422); % 97.4 benzerlik ile
Nitrosomonas sp.’ye IST9A3 (EBI erisim numa-
rasi: AJ621026); % 97.7’nin lizerinde benzerlik-
lerle heniiz kiiltiire alinmamis olan beta-
proteobakterilere (EBI erisim numaralari:
AY062126, DQ413103,DQ376558, AY064177)
ait olabilecegi gortilmistiir.

Daha uzun 16S rRNA dizi analizi daha fazla bil-
gi saglayacaktir ancak edinilen bilgiler literatiir-
le uyum igerisindedir. Nitrosomonas tiirleri nit-
rifikasyon reaktorlerinde en fazla rastlanan tiir-
lerdir ve bu c¢alismada da 4 reaktorde biitiin ca-
lisma boyunca goriilmiislerdir (Purkhold vd.,
2000).

Sonuglar

Bu calisma farkli camur yaslarinda isletilen es
reaktorler arasinda, toplam AOB sayis1 ve AOB
komiinitesi acisindan benzerlikleri ortaya koy-
mak; elde edilecek sonuglar1 nitrifikasyon veri-
mi ve stabilitesi ile iliskilendirmek amacryla yii-
rlitiilmistiir. Sonuglar, diisiik camur yasinda is-
letilen nitrifikasyon reaktorlerinin, yliksek ¢a-
mur yasinda isletilenlere oranla daha yiiksek bir
AOB gesitliligine sahip oldugunu gdstermistir.
Ancak, elde edilen bulgular nitrifikasyon verimi
ile iliskilendirildiginde, yiiksek AOB c¢esitliligi-
ne sahip olsa bile 3 giin camur yaginin stabil bir
nitrifikasyon verimi elde etmeye yeterli olma-
dig1 bir kez daha gosterilmistir. FISH analizi ile
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elde edilen toplam AOB sayilar1 da benzer se-
kilde stabil bir AOB populasyonunun sistemde
var olmadigini ortaya koymustur. Es reaktorler
arasinda toplam AOB sayis1 acisindan bir kore-
lasyon goriilmemistir.

Yapilan ¢alisma, bu konuda literatiirde mevcut
olan bilgi eksikligi dikkate alindiginda 6nem arz
etmektedir. Aritma reaktdrlerinin stabilitesi ve
populasyon dinamigi ile iliskilendirilmesi konu-
larinda heniiz kesin bilgiler elde edilmemistir.
Bu caligma, ileride yapilacak aritma sistemi ta-
sarimlarina yeni bir bakis acist getirmektedir.
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