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ANAMMOX prosesi ile amonyum giderimi ve Anammox

popiilasyonunun karakterizasyonu

Didem GUVEN’, Seval SOZEN
ITU fnwat Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Boliimii, 34469, Ayazaga, Istanbul

Ozet

Atiksularin alict ortama desarjinda 6zellikle azot bilegenleri icin getirilen siki standartlar mevcut sistemlerin
yverine alternatif yontemlerin gelistirilmesini  gerektirmektedir. Anaerobik amonyum oksidasyonu
(Anammox), ozellikle yiiksek azot yiikiine sahip atiksularin aritilmasinda yeni ve giiclii bir sistem olarak
ortaya konmustur. Bu ¢alismada tam karisimli siirekli bir anammox reaktoriinde yiiksek konsantrasyonda
amonyum iceren sentetik atiksu kullanilarak, 262 giin boyunca amonyum giderim verimi incelenmigtir. 1. ve
262. giinler arasinda sisteme verilen amonyumun %90 min ve nitritin %99 'unun giderildigi goriilmiistiir.
Reaktérden biyokiitle atilmadigindan, sistem kademeli olarak artirllan azot ile yiiklenmigstir. Yiiklemedeki bu
artis sonunda hacimsel nitrit ve amonyum donitisiim hizi ve nitrat tiretim hizi artmistir. Calismada anammox
prosesini yiiriiten mikroorganizma toplulugunun FISH analizi ile karakterizasyonu yapilmistir. Prosesi
olusturan biyokiitle toplulugunun Planktomaysit tiiriinde Anammox bakterilerinin Dokhaven-2 alt tiiriinden
olustugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Anammox, amonyum, Fliioresan in situ hibridizasyon (FISH).

Ammonium removal using ANAMMOX process and characterization of the
population

Abstract

Stringent standards for nitrogen discharge necessitate the implementation of new systems for the sustainable
removal of ammonium from wastewater. One of such systems is based on the process of anaerobic ammonia
oxidation called as Anammox, which is a new powerful tool especially for strong nitrogenous wastewaters.
In this study, continuous flow experiments were conducted in an anammox reactor with synthetic wastewater
for 262 days. Between days 1 and 262, 90% ammonium and 99% nitrite removal was obtained. In this
period, the average ammonium and nitrite degradation and nitrate production yielded a ratio of 1:1.31:0.18.
Since almost complete biomass retention was achieved in the reactor, the nitrogen load of the reactor could
be increased gradually. In this sense, increased volumetric ammonium and nitrite conversion rates were
obtained. Volumetric ammonium conversion rate was increased from 0.002 to 0.28 kg NH, -N m7 oo day’l
and volumetric nitrite conversion rate was increased from 0.002 to 0.363 kg NO;-N M onctor day’l. The
microbial community in the reactor was characterized with Fluorescence in situ Hybridization. Results
obtained from the continuous flow experiments made possible to evaluate the process performance and
dynamics of the anammox population. FISH analysis showed that the biocommunity in the reactor was
dominated by Dokhaven strain of Planctomycete-like Anammox bacteria.

Keywords: Anammox, ammonium, Fluorescence in situ hybridization (FISH).
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Giris

Amonyum, evsel ve endiistriyel atiksularin
arttiminda  giderilmesi gereken en Onemli
parametrelerden biridir. Atiksulardan amonyum
giderimi  genellikle biyolojik  sistemlerde
amonyagin aerobik kosullar altinda nitrata
oksidasyonu (nitrifikasyon) ve nitratin anoksik
kosullar altinda bir organik karbon kaynaginin
varliginda azot gazina indirgenmesi (denitrifikas-
yon) ile saglanmaktadir. Nitrifikasyon prosesi iki
ayr1 adimda gerceklesir. Ilk adimda amonyum
nitrite oksitlenir ve bu adimi Nitrosomonas ya da
Nitrososipira gibi ototrofik amonyum oksitleyici
bakteriler yiiriitiir. ikinci adimda nitrit, Nitrobakter
gibi nitrit oksitleyici bakteriler tarafindan nitrata
oksitlenir. Nitrifikasyonu takip eden denitrifikasyon
prosesinde nitrat ya da nitrit denitrifikasyon
bakterileri tarafindan azot gazina indirgenir.
Denitrifikasyon, cesitli tiir ve fizyolojik tipte
genis bir spektrumdaki bakteriler tarafindan
gergeklestirilir (Kuenen ve Robertson, 1987).

Yakin ge¢miste amonyumun anaerobik kosullar
altinda dogrudan azot gazina indirgendigi yeni
bir biyolojik proses (Anammox) tanimlanmistir
(Van De Graaf vd., 1996). Nitritin elektron
alicist olarak kullanildigi anaerobik amonyum
oksidasyonunda (Anammox) ana iiriin azot gazi
olmakla birlikte, bir miktar nitrat da
olusmaktadir. Ardisik kesikli reaktorlerde
yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglara gore
NH, (giderilen):NO, (giderilen):NOs (iiretilen)
oranlar1 1:1.32:0.26 ve maksimum ¢ogalma hizi
0.0027 h™! olarak belirlenmistir (Strous vd., 1998).
Bu prosesi olusturan mikroorganizma toplulugu
Planktomaysit tiirliniin ototrofik grubunun tiyesi
olarak tanimlanmistir (Strous vd., 1999). Bu
organizmaya ait 16S rRNA bilgileri kullanilarak
gelistirilen oligoniikleotit problar ile fliioresan
in situ hibridizasyon analizi ile anammox
bakterisinin ve bu gruba dahil diger tiirlerin
varhi@inin tespiti i¢in g¢esitli atiksu aritma
tesislerinde arastirmalar yapilmistir ve bu
sistemlerin pek ¢ogunda bu organizmalar tespit
edilebilmistir (Schmid, 2000). Bu ¢alismada tam
karisimli siirekli bir anammox reaktori ile
yiiksek konsantrasyonda amonyum igeren sentetik
atiksu kullanilarak prosesin azot giderim
performansi incelenmistir. Calismada ayrica, son
yillarda gelistirilen Fliioresan in situ hibridizasyon

(FISH) analizi ile anammox prosesini yiiriiten
mikroorganizma toplulugunun karakterizasyonu
yapilmustir.

Deneysel calismalar

Reaktoriin agilanmasi i¢in %74 oraninda zengin-
lestirilmis anammox biyokiitlesi kullanilmistir.
Bu biyokiitle planktomaysit tiirlinde anaerobik
amonyum oksitleyici (anammox) bakterilerden
olugmaktadir. Deney 15 1t’lik bir tam karigimli
stirekli akimli reaktérde gerceklestirilmistir
(Sekil 1). Reaktore N,/CO, gaz karigimi stirekli
olarak verilmek suretiyle reaktor icinde anaerobik
kosullarin  stirekliligi  saglanmistir. Reaktor,
hidrolik bekletme stiresi 5 giin olacak sekilde
calistirilmis, tam karistm 100+10 rpm hizinda
calisan otomatik karistirict ile saglanmustir.
Deney boyunca reaktdrden biyokiitle atilmamus,
cogalan  biyokiitle reaktérde tutulmustur.
Reaktorde 1sitma yapilmak suretiyle sicaklik
30+1°C olarak sabit tutulmustur. Reaktor, artan
konsantrasyonlarda nitrit ve amonyum igeren
sentetik atiksu ile beslenmistir. Sentetik atiksu,
(NH4),SO4 formunda amonyum ve NaNO,
formunda nitrit ve mineraller ile olusturulmustur
(Tablo 1).

Nitrat, nitrit ve amonyum Strous (1998) tarafindan
tanimlanan kolorimetrik yontemler esas alinarak
Olclilmiistiir. Reaktoriin isletilmesi sirasinda
biyokiitle 6rnekleri alinarak biyokiitle kompozis-
yonu Fliioresan in situ hibridizasyon analizi ile
incelenmistir. Fliloresan in situ Hibridizasyonu,
Neef vd., (1998) tarafindan verilen protokol
uyarinca gergeklestirilmistir.

Deneysel bulgular

Laboratuar dl¢ekli 15 I’lik reaktor, yiiksek derecede
zenginlestirilmis Anammox biyokiitlesi (Candi-
datus Brocadia Anammoxidans) ile agilanmistir.
Tam karisimhi ve siirekli olarak c¢alistirilan
reaktor, artan konsantrasyonlarda amonyum ve
nitrit iceren sentetik atiksu ile beslenmistir. Ilk
147 giin boyunca sistemin azot yiikii kademeli
olarak 0.002 kg NH4+-N m'3reakt5r gl'in'1
degerinden, 0.183 kg NH;-N m”cuqsr giin
degerine ve 0.002 kg NO,-N m'3reaktér gl'in'1
degerinden 0.204 kg NO,-N m™ eaktsr giin'l
degerine yiikseltilmistir.
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Sekil 1. Deney diizeneginin sematik gosterimi

Tablo 1. Sentetik atiksu icin kullanilan mineral
ortamuin bilesimi

Bilesen Konsantrasyon(g/1)
KHCO;3 1.25
KH,PO4 0.025
CaCl,.2H,0 0.3
MgSO4.7H20 0.2
FeSO4 0.00625
EDTA 0.00625
IM HCL 1.25 ml/l
iz element ¢dzeltisi: 1.25 ml/l
EDTA 15
ZnS04.7H,0 0.43
CoCl,.6H,O 0.24
MnCl,.4H,0O 0.99
CuS04.5H,0 0.25
NaMOO4.2H20 0.22
NiCl,.6H,0 0.19
NaSeO4.10H,O0  0.21
H3;BO4 0.014
NaWO4.2H20 0.050

Sekil 2°de 262 giinliik periyoda ait nitrit profilleri
goriilmektedir. 147. gilinde ¢ikis akiminda nitrit

konsantrasyonunun 148 mg NO, -N I"' degerine
ulastig1 goriilmektedir. Bu zamanda olusan bir
pompa arizasi, sistem giris akimmin yiikselmesine
sebep olmustur. Bu sekilde artan nitrit yiiki
sistemdeki biyokiitlenin nitrit tiiketim aktivitesi
ile karsilanamadigindan, c¢ikis akiminda nitrit
konsantrasyonunun arttigi goriilmiistiir. Ayni
sekilde reaktdrdeki amonyum konsantrasyonu
da 100 mg NH,-N 1" degerine ulasmustir (Sekil 3).
Sistemde biriken bu fazla amonyum ve nitritin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in reaktor 24 saat
siireyle nitrit ve amonyum igermeyen sentetik
atiksu ile beslenmistir. Daha sonra anammox
aktivitesinin geri kazanilabilmesi i¢in azot yiikii
0.114 kg NH4 "N m” e giin' ve 0.118 kg
NO,-N m'3reakt5r gl'in'1 degerlerine diisiiriilerek
takip eden 5 giin boyunca bu degerde tutulmus-
tur. Sekil 4, reaktorde iiretilen nitrat profilini
gostermektedir. Nitrat, anammox aktivitesi sonucu
olusmakta ve reaktor icinde zamanla birikmektedir.
Sekil 4’te goriildiigii gibi 147. giinde meydana
gelen ariza ile kaybedilen anammox aktivitesi
cikis nitrat konsantrasyonunun diismesine sebep
olmustur. 153. glinden 262. giine kadar azot
yiki tekrar 0.3 kg NH; N m™ s giin'1 ve
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Sekil 2. Reaktordeki giris ve ¢ikis nitrit profilleri
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Sekil 3. Reaktordeki giris ve ¢ikiy amonyum profilleri

0.36 kg NO,-N M reaktisr giin'1 degerine kademeli
olarak artirilmistir. 211. ve 250. giinler arasinda
sisteme amonyum ve nitritin stokiyometrik orandan
farkli degerlerde dengesiz olarak beslenmesi,
amonyum ve nitrat ¢ikis konsantrasyonlarinda
salimmlara sebep olmustur. 1. ve 262. giinler
arasinda sisteme verilen amonyumun %90’ 1nin
ve nitritin %99 unun giderildigi gorilmistiir
(Tablo 2). Reaktdrde iiretilen biyokiitlenin hemen
tamami reaktorde tutulabildi§inden sistemin
azot yiikii kademeli olarak artirilabilmistir. Bu da

hacimsel amonyum ve nitrit giderim hizlar ile
nitrat tretim hizinin artmasi ile sonug¢lanmustir.
1-262. giinler arasinda amonyum giderim hiz1
0.002 kg NH4 -N m'3reakt6r gl'in'l’den 0.28 kg
NH; N m™ earesr giin'l degerine ulastig1 goriilmiis-
tir (Sekil 5). Bu periyot i¢cinde amonyum
(giderilen)/nitrit (giderilen)/nitrat (iiretilen) oraninin
ortalama degeri 1:1.31:0.18 olarak hesaplanmustir.
Bu deger Strous ve digerleri (1998) tarafindan
ortaya konan stokiyometrik iligkiler ile uyumludur.
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Sekil 4. Reaktordeki giris ve ¢ikis nitrat profilleri

Tablo 2. Anammox reaktorii sonuclart

Parametre

Test periyodu (giin) 1-262
Giris amonyum konsantrasyonu 7-644
(mg NH,-N 1)

Cikis amonyum konsantrasyonu 1-40
(mg NH;-N I

Giris nitrit konsantrasyonu 8.4-784
(mg NO,-N ')

Cikis nitrit konsantrasyonu 0

(mg NO,-N ')

Azot yiikii 0.004-0.662
(kg Ntoplam m-3reakt6r gﬁn-l)

Amonyum dontisiimii 0.002-0.28
(kg NH4+‘N m-sreaktér gﬁn-l)

Nitrit doniistimii 0.002-0.363
(kg NO2-'N m-3reakt6r gﬁn-l)

Nitrat {iretimi 0-0.061
(kg NO3_'N m_3reakt6r gﬁn_l)

Azot giderimi 0.003-0.581
(kg Ntoplam m_3reaktér gﬁn_l)

Amonyum giderimi (%) 90
Nitrit giderimi (%) >99
Net azot giderimi (%) 87
NO, /NH4" 1.3£0.1

Reaktordeki biyokiitleyi olusturan mikrobiyal
popiilasyonunun karakterizasyonu FISH analizi

ile yapilmistir ve kullanilan 16 S rRNA problari
Tablo 3’te verilmigstir. Reaktorden alinan biyo-
kiitle 6rnegine ait FISH mikrografi Sekil 6°da
sunulmustur. Sekildeki a, b ve ¢ resimleri ayni
mikroskobik alan1 gdstermektedir. Resimlerden
goriildiigii gibi her iic mikroskobik bolge de her
iic probla aynmi sinyali vermektedir. Bu da
reaktordeki organizma toplulugunun 6nemli bir
boliimiinlin planktomaysit tiirline ait oldugunu
ve bu tirlin hemen hepsinin Dokhaven-2 alt
tiiriinden olustugunu gostermektedir.

Sonuglar

Bu ¢alismada yiiksek amonyum, i¢eren atiksularin
aritilmasinda yeni bir biyolojik proses olan
Anammox prosesinin verimliligi ve prosesi
olusturan anammox bakterilerinin belirlenmesi
tizerinde ¢alisilmistir. Bu ¢alismada uygulanan
Anammox prosesi ile %90 amonyum, %99 nitrit
giderimi saglanmigtir. 262 gilinlik isletme
déneminde amonyum ve nitrit giderim hizlarmin
zamanla Onemli Olgiide arttigi goriilmiistiir.
Amonyum giderim hiz1 0.002 kg NH;-N m’
3reakt6r gi'm'l degerinden 262. giin sonunda 0.28
kg NH, -N m'3reakt6r gl'in'1 hizina ulagmistir.
Amonyum giderim hizindaki bu artis olusan
biyokiitlenin hemen tamaminin reaktorde tutul-
mas1 ve biyokiitle konsantrasyonunun zaman
icinde artmasinin bir sonucudur.
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Sekil 5. Amonyum ve nitrit giderim hizlar: ve nitrat tiretim hizi

Tablo 3. FISH analizinde kullanilan problar ve uygulanan formamid konsantrasyonlar

Prob ismi Prob dizisi Hedef Formamid
organizmalar o
EUB338 . .
[S-D-Bact-0338-a-A-1§] °-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3"  Tiim Gbakteriler 20
FSL: ?—4P6lanc— 0046-a-A-18] 5'-GACTTG CAT GCC TAATCC-3" Planktomaysitler 20
DH2-432 5'-CCT AAC TCC CGA CAG CGG-3' Dokhaven-2 20

Yapilan FISH analizleri ile reaktorii olusturan
organizma toplulugunun o6nemli bolimiini
Planktomaysit tiiriniin olusturdugunu ve bu
topluluk icindeki dominant tiirlin Dokhaven-2
oldugunu  gdstermistir.  Incelenen  bakteri
kiimesinde EUB-338 probuyla sinyal veren
organizmalarin O6nemli bir bdliimiinii yine
Planktomaysit tiiriiniin olusturmasi, reaktordeki
biyokiitlenin yiiksek derecede zenginlestirilmis

Planktomaysit tiirli Anammox bakterisi oldugunu
gostermektedir.
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Sekil 6. Reaktordeki Anammox bakterilerinin fliioresan isaretli 16S rRNA problart ile
belirlenmesi.(a): cy-3 isaretli DH2-432 probu ile hibridizasyon,(b): Fluos isaretli EUB338 probu
ile hibridizasyon,(c): cy-5 isaretli PLA46 probu ile hibridizasyon
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