itudergisi/e

su kirlenmesi kontrolii
Cilt:16, Sayi:1-3, 123-133
2006

Biyolojik asir1 fosfor gideren aerobik grantiler biyokiitlenin

mikrobiyolojik 6zellikleri

Ebru DULEKGURGEN", Nazik ARTAN
ITU Insaat Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Programi, 34469, Ayazaga, Istanbul

Ozet

Tam-olgekli konvansiyonel bir biyolojik aritma tesisinden alinan flokiiler biyokiitle ile baslatilan
laboratuvar-olgekli ardisik kesikli reaktorde, anaerobik/aerobik isletme ve fosfor ile besleme sonucu
biyolojik asir fosfor giderimi (BAFG) elde edilmistir. Cokelme siiresinin kisaltilmasi (15 dak), ilk
hacmin diisiiriilmesi (Vy 1.8 L), hacimsel karbon yiiklemesinin yiikseltilmesi (1.41 kg KOI/m’ giin) ve
havalandirma kaynakl kesme kuvvetinin artirilmast (0.19 cm/s) ile, fosfor depolayan organizmalar
(PAO) gibi yavas-biiyiiyen organizmalarin varligi ile iyilesecegi ongoriilen aerobik gramiilasyon
siireci desteklenmistir. Ustiin ¢okelme ozelliklerine (CHI< 40-50 mL/g) sahip aerobik graniiler BAFG
biyokiitlesi ile kararli halde %92 karbon, %99 fosfor ve %78 azot giderimi elde edilmistir. Sistemin
biyokimyasal performansimin izlenmesine paralel olarak, aerobik graniiler BAFG biyokiitlesinin
mikrobiyolojik degerlendirmesi icin morfolojik ve ekofizyolojik incelemeler gergeklestirilmistir.
Hiicre-i¢i poli-P (poli-fosfor) ve PHB (poli-hidroksi-biitirat) depolarimin gorsel tespiti igin uygulanan
Neisser ve Sudan Black B boyamalari sonucu, biyokiitlenin morfolojik ve ekofizyolojik agilardan
cesitlilik gosterdigi saptanmistir. Sistemde baskin tiir, tanimlanmis morfolojileri ve ekofizyolojileri ile
cubuksu PAO lardir. Bunlarim yanmisira, morfolojik olarak glikojen depolayan organizmalara (GAO)
benzeyen ancak ekofizyolojik ozellikler agismmdan GAO-fenotipine uymayan tetrad/sarcina-benzeri
hiicreler (TFO) belirlenmigstir. Ayrica, diplo-kokkoidlere, yogun kokoid topluluklara, az miktarda
filamentlere ve c¢esitli protozoalara rastlanmistir. Mikroskopik gézlemler niteliksel olmakla birlikte,
sistemin biyokimyasal doniisiim siiregleri baglamindaki niceliksel performanst ile oOrtiigmektedir.
Burada mikrobiyolojik ozellikleri ozetlenen aerobik graniiler BAFG biyokiitlesinin, miihendislik
uygulamalart baglamindaki iistiin ozellikleri nedeniyle, bu uygulamanin biyolojik atiksu aritiminda
yeni ve gelecek vaadeden bir segenek olacagi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik aswri fosfor giderimi, aerobik graniiler biyokiitle, morfoloji, ekofizyoloji.

*Yazismalarin yapilacagi yazar: Ebru DULEKGURGEN. edulekgurgen@ins.itu.edu.tr; Tel: (212) 285 65 40.

Bu makale, birinci yazar tarafindan ITU Fen Bilimleri Enstitiisii, Cevre Miihendisligi Programi kapsaminda tamamlan-
mis olan “Hydraulic- and/or metabolic-selection pressures influenced aerobic granulation and its application in
Enhanced Biological Phosphorus Removal (EBPR)” baglikli doktora tezinden hazirlanmigtir. Makale metni 06.09.2006
tarihinde dergiye ulasmis, 19.10.2006 tarihinde basim karar1 alinmigtir. Makale ile ilgili tartigmalar 31.03.2007 tarihine
kadar dergiye gonderilmelidir.
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Microbiological features of aerobic
granular EBPR biomass

Extended abstract

A lab-scale sequencing batch reactor (SBR) was in-
oculated with a floccular biomass obtained from a
conventional full-scale biological wastewater treat-
ment plant. Enhanced Biological Phosphorus Re-
moval (EBPR) was obtained through application of
a sequential anaerobic/aerobic operational mode
together with the metabolic selection strategies of
anaerobic feeding (with acetate as sole C-source)
and supply of phosphate. The first strategy was ap-
plied to maintain absolute elimination of the feast
period, where direct and fast growth on acetate was
possible together with simultaneous C-storage; the
former promoting growth and dominance of fast-
growers having a negative impact on aerobic granu-
lation. The merit of the anaerobic-feeding strategy
was the possibility of directing the entire flux of ex-
ternally available C-source to anaerobic C-storage
mechanism, thus selecting the micro-organisms with
the metabolic capability of taking up the acetate un-
der anaerobic conditions, converting it to intracellu-
lar C-storage products (i.e., PHB: poly-hydroxy-
butyrate), and then growing slowly on these storage
materials at the aerobic phase; the metabolic proc-
esses described for the PAO (Phosphate Accumulat-
ing Organisms) and GAO (Glycogen Accumulating
Organisms) phenotypes. The second strategy was
applied to promote dominance of the PAOs in the
system.

Aerobic granulation process, suggested to be en-
hanced by the presence and dominance of slowly-
growing microorganisms (like PAOs), was sup-
ported via lowering operationally determined set-
tling time and initial reactor volume (Ts decreased
from 30 to 15 min and V, decreased from 2.9 to 1.8
L), increasing volumetric COD load (from 0.24 to
1.41 kg/m’.d), and slightly increasing the shear rate
due to aeration (vsu, increased from 0.14 to 0.19
cm/s). Monitoring the long-term steady state system
performance in terms of biochemical conversion
processes indicated that it was possible to secure
high carbon, nitrogen and phosphorus removal effi-
ciencies (92% COD removal, 99% EBPR, 78% over-
all N-removal) with the aerobic granular biomass up-
holding superior settling properties (SVI< 40-50
mL/g).

Parallel to the evaluations with regard to biochemi-
cal system performance, morphological and eco-

physiological examinations via conventional mi-
croscopy and chemical staining techniques were
also executed to determine the microbiological fea-
tures of the aerobic granular EBPR biomass, and to
help confirm and interpret system performance with
respect to presence of different microbial groups.
Application of Neisser’s and Sudan Black B stains to
the biomass samples for visualization of intracellu-
lar volutin poly-P (poly-phosphate) granules and
lipophilic PHB inclusions, respectively, revealed a
microbial community rich in terms of morphological
and eco-physiological traits. The dominant pheno-
type in the system was the PAOs with their conven-
tional rod-shaped morphology and typical EBPR-
physiology of being strongly poly-P(-) and strongly
PHB(+) at the end of anaerobic phase, whereas be-
ing mostly poly-P(+) and partly PHB(-) at the end of
the aerobic-period. In addition to the PAOs, tet-
rad/sarcina-like cells resembling the GAOs in terms
of morphological features were also of significance.
However, phenotypic properties of these microor-
ganisms were not in line with those of the GAO-
phenotype. Thus, the tetrad/sarcina-like cells, which
were PHB(-) both at the end of the anaerobic- and
aerobic-phases, were named as “TFOs” (Tetrad
Forming organisms), a term for morphological dif-
ferentiation, rather than “GAOs”, a term related
with functional properties. The PAOs and the TFOs
co-existed with some other morphotypes like diplo-
cocci-shaped cells, staphylococci-like clustered
populations, and a few filaments with an abundancy
of 0-1 in accordance with subjective-scoring. Pres-
ence of some fixed protozoa like Vorticella cam-
panula and Carchesium spp., typical for activated
sludge systems, was also recorded. Despite the mi-
croscopic observations were qualitative, they corre-
lated well with the quantitative biochemical per-
formance data.

Finally and from an engineering stand-point, opera-
tional flexibility of the SBR configuration, superior
settling properties of granular biomass thus possi-
bility of working with smaller reaction volumes or
with shorter reaction times, and possibility of de-
creasing aeration related costs due to presence of an
anaerobic phase, together demarcate the Aerobic
Granular EBPR Technology as a promising biologi-
cal wastewater treatment alternative enabling to de-
crease capital and operational costs while securing
desired removal efficiencies.

Keywords: Enhanced Biological Phosphorus Re-
moval, aerobic granular biomass, morphology, eco-

physiology.
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Giris

Gerceklestirilen pek ¢ok calisma sayesinde Bi-
yolojik Asirt Fosfor Giderimi (BAFG)’nin mik-
robiyolojik ve biyokimyasal temellerinin ¢ogu
belirlenmistir. Ancak BAFG’1 tanimlayan biyo-
kimyasal doniisiim siireglerinin hiicre-i¢ci depo
maddelerinin mikrobiyal ¢evrimlerine dayali
olmasi, degerlendirmeleri zorlagtirmaktadir. Bu
karmasik yapi, BAFG sistemlerinde bulunan
farkli mikrobiyal topluluklar arasindaki iligkile-
rin (0rnegin karbon kaynagi ya da elektron alici-
st i¢in yarigma) ve bu iliskilerin BAFG perfor-
manst iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
konusunda da 6ne ¢ikmakta, dolayisiyla mikro-
biyolojik ve biyokimyasal caligmalarin siirdii-
rillmesini zorunlu kilmaktadir (Mino vd., 1998;
Crocetti vd., 2000).

[leri molekiiler teknikler, BAFG sistemlerindeki
mikroorganizmalarin filogenetik kimliklerinin
kesin olarak belirlenmesini olanakli kilmakta ve
BAFG performansina katkida bulunan mikroor-
ganizmalarin saptanmasina yardimci olmakta-
dir. Ornegin, Crocetti ve arkadaslar1 (2000) tara-
findan gergeklestirilen ve ileri molekiiler teknik-
lerin uygulandig1 caligma ile fosfor-depolayan
organizma (PAOQO) adaylar1 olarak, filogenetik
acidan birbirine ve Rhodocyclus spp.’ye yakin
ti¢ bakteriyel grup, “Candidatus Accumulibacter
phosphatis” filogenetik kimligi altinda toplan-
mis ve bunlara yonelik gelistirilen oligoniik-
leotid problar sayesinde, BAFG sistemlerindeki
bazi PAO adaylarinin varliklarinin ve miktarla-
riin belirlenmesi olanakli hale gelmistir.

Ancak mikroorganizmalarin fosfor ya da gliko-
jen-depolayan organizmalar (sirasiyla PAO ve
GAO) olarak smiflandirilmasi, filogenetik
kategorizasyondan ¢ok fonksiyonel bir siniflan-
dirmadir. Bu baglamda, fenotipik kimlik biiyiik
onem tasimaktadir. Dolayisiyla, BAFG sis-
temlerinin dogru ve tam olarak degerlendirile-
bilmesi i¢in mikrobiyal kimlik ve g¢esitliligin
saptanmasi amaciyla ileri molekiiler tekniklerin
kullanilacagi c¢aligmalarin yanisira, morfolojik
ve ekofizyolojik 6zelliklerin belirlenmesine yo-
nelik konvansiyonel mikrobiyolojik calismalar
ve sistem performansinin saptanmasina yonelik

biyokimyasal ¢calismalar es zamanl olarak yiirii-
tillmeli, elde edilen bulgular birbiriyle iliskilen-
dirilebilmelidir.

Yiiksek aritma performansinin yanisira, sistem-
deki biyokiitlenin ¢okelme 6zelliginin iyi olma-
s1, boylece biyokiitlenin aritilmis sudan kabul
edilebilir bir siire icerisinde ayrilarak sistemden
uzaklagtirilabilmesi, genel sistem performansi
acisindan son derece dnemlidir. Cokelme kapa-
sitesi, mithendislik uygulamalari agisindan biyo-
kiitlenin bekletildigi hacimleri ya da bekletme
siirelerini belirlemekte, bagka bir deyisle aritma
tesislerinin ilk yatirim ve isletme giderlerini
dogrudan etkilemektedir. Bu baglamda, iistiin
cokelme Ozelliklerine sahip olan ve sistemde
yogun halde ve yiiksek miktarda biyokiitle tu-
tulmasimi saglayarak yiiksek kirletici yiiklerinde
calisabilmeyi olanakli kilan anaerobik graniiler
biyokiitle ile aritma, 1970’lerin sonlarindan iti-
baren tiim diinyada pek ¢ok tam 6lgekli artima
tesisinde uygulanmaktadir. (Tay vd., 2004). Son
on yil icerisinde de aerobik ya da anoksik/aero-
bik isletilen ve karbon ve/veya azot gideren
laboratuvar olgekli ardisik kesikli reaktorlerde
(AKR) aerobik graniiler camur elde edilmistir
(Liu ve Tay, 2002; Liu vd., 2005). Ancak, biyo-
lojik asir1 fosfor gideren AKR’lerde aerobik
graniiler camur eldesi ile ilgili ¢aligmalar son
derece sinirli sayidadir (Dulekgurgen vd., 2003;
de Kreuk ve van Loosdrecht, 2004).

Bu baglamda, aerobik graniiler BAFG biyokiitle
sistemleri ile ilgili literatiirdeki ilk ¢aligmalar-
dan biri olan c¢alismanin (Dulekgurgen vd.,
2003) devamu niteliginde gerceklestirilen ve ae-
robik graniiler BAFG biyokiitlesinin mikrobi-
yolojik 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik yii-
riitiilen ¢alismanin sonuglari bu makalede 6zet-
lenmistir. Ardisik anaerobik/aerobik modda isle-
tilen laboratuar olgekli AKR’de elde edilen ve
PAQ’larca zenginlestirilmis aerobik graniiler
BAFG biyokiitlesinin morfolojik ve ekofizyo-
lojik o6zellikleri konvansiyonel mikroskopi ve
kimyasal boyama teknikleriyle belirlenmis ve
bu sonuclar sistemin biyokimyasal performansi
ile iliskilendirilmistir.
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Materyal ve yontemler

Reaktor isletimi

AKR-tipi laboratuvar 6l¢ekli biyolojik reaktor,
Istanbul-Ayazaga’da bulunan, karbon gideren,
konvansiyonel havalandirmali biyolojik bir
atiksu aritma tesisinin havalandirma havuzun-
dan alinan flokliller yapili ve karigik kiiltiir
biyokiitle ile calistirlmaya baslatilmustir. Inokii-
lasyon biyokiitlesi, tekil karbon kaynagi olarak
asetata ve goreceli olarak yiiksek fosfor yiikiine
alistirilmis ve elde edilen karisik kiiltiir biyokiit-
le, yiiksek fosfor yiikii sayesinde PAO’larca
zenginlestirilmistir. Sistemde olugmaya basla-
yan istiin ¢okme 0Ozellikli aerobik graniiler
biyokiitlenin olusumunu hizlandirmak ve artir-
mak amactyla, ¢okme siiresi (Ts) ve ilk hacim
(Vo) disiiriilmiis (sirastyla 30°dan 15 dak.’ya ve
2.9’dan 1.8 L’ye), hacimsel karbon yiiklemesi
(KOlyix) ve havalandirma kaynakli kesme kuv-
vetl (Vkiava) artirilmistir (sirastyla 0.24’ten 1.41
kg KOI/m’.g’a ve 0.14’ten 0.19 cm/s’ye).

Reaktoriin i¢ cap1 14 cm’dir ve bu calismada
sunulan bulgularin elde edildigi ¢calisma periyo-
dunda, caligma yiiksekligi 26 cm (yiiksek-
lik/cap=1.9) ve calisma hacmi (Vw) 4 L’dir. Re-
aktor, glinde 6 saatlik 4 cevrim plam ile isletil-
mistir. AKR’nin bir ¢evrimindeki ardisik fazla-
riin sematik gosterimi Sekil 1’de goriilmekte-
dir. Tim mekanik techizat (peristaltik pompa,
karistirici, solenoid vana, hava kompresori, vb.)
mekanik ya da dijital zamanlayicilarla kontrol
edilmis, calisma boyunca pH 7+0.5 degerinde
sabit tutulmustur.

Reaktoriin ilk hacmi (V) 1.8 L, doldurma hac-
mi (Vi) 2.2 L, degisim oram (V§/V1) %55, ve
hidrolik bekletme siiresi (HRT) 10.9 saattir. Re-
aktorden giinliik olarak camur atilmasi ile gamur
yast (SRT) 11.4 giin’de, etkin ¢amur yas1
(SRT,) 10 giin’de tutulmustur. Sentetik atiksu,
642 mg KOI/L esdegeri sodyum asetat, 20 mg
PO4-P/L esdegeri KH,PO4 ve KoHPO, ile 40 mg
NH4-N/L esdegeri NH4Cl icerecek sekilde ha-
zirlanmis ve eser elementler ¢ozeltisi ile (K,
Mg, Ca™, vb.) desteklenmistir. Sisteme uygu-
lanan karbon:fosfor (C:P) oram1 32.1 mg
KOI/mg PO4-P’dir.

Fazlar: M Anaerobik ~ Aerobik Durgun
c/ B

A
slaat lI 2| 3I 4I 5.|25 6I

Sekil 1. AKR nin cevrimsel isletim semasi: D;
doldurma, K; mekanik karistirma (anaerobik),
A; havalandirma; C; ¢cokme, B, bosaltma

Ornekleme ve élgiimler

AKR’nin BAFG performansimi belirlemek ama-
ciyla yapilan ¢evrim-i¢i deneyleri icin, bir ¢ev-
rim siliresince reaktorden alinan tam karisim Or-
nekleri, 1.2-1.6 um ortalama gdzenek c¢apli kon-
vansiyonel filtrelerden (Millipore AP40, cam
elyaf filtre) siiziildiikten sonra KOI, NH4-N,
Nox-N (NO;+NOs3"), PO4-P oOlglimleri gergek-
lestirilmistir. Biyokiitle ile iliskili parametreler
olan AKM, UAKM, ve CHI’nin (camur hacim
indeksi; mL/g) belirlenmesi i¢in havalandirma
fazinin sonunda tam karigimdan 6rnekleme ger-
ceklestirilmigtir. Bunlara ek olarak, biyokiitlenin
toplam fosfor icerigi siilfirik asit-nitrik asit par-
calamasini takiben kalay kloriir yontemi ile be-
lirlenmistir. KOI parametresi hari¢, tiim para-
metrelerin -~ Olgiimii APHA’min  Standard
Methods (APHA vd., 1998) protokollerine goére
yapilmistir. KOI 6lciimleri ise kapali refluks,
ISO 6060’a (International Organization for
Standardization, 1986) protokolleri uyarinca
gergeklestirilmistir.

Mikrobiyolojik analizler

Biyokiitlenin makro-yapisi- Genel biyokiitle do-
kusunun ve mikrobiyal topluluktaki morfolojik
cesitliligin degerlendirilmesi amaciyla reaktor-
den alinan 6rnekler konvansiyonel 151k mikros-
kopisi ile incelenmistir. Bu amagla kullanilan ve
SPOT RX diagnostik kamera (CCD camera,
ICD-803P, ikegami, Japan) ile donatili ve bilgi-
sayar baglantil1 Olympus BX60 model 151k mik-
roskobu (Olympus Optical Co. Ltd., Japan) ile
elde edilen goriintiler dnce SPOT Advanced
Software, daha sonra da Adobe Photoshop yazi-
limlar1 ile islenmistir. Sistemde elde edilen ae-
robik graniiler BAFG biyokiitlesinin boyut dagi-
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lim analizi, elde edilen mikrograflarin ImagePro
Plus V4.0 (Media Cybernetics) goriintii analiz
yazilim programi ile islenmesi sonucu gergek-
lestirilmistir.

Poli-P ve PHB tespiti icin Neisser ve Sudan
Black B boyamasi- Zenginlestirilmis biyokiitle,
BAFG mekanizmasint karakterize eden feno-
tipik parametreler agisindan incelenmistir. Bu
amagla, c¢evrimin belirli noktalarindan alinan
biyokiitle numunelerine poli-P ve PHB boyama-
st uygulanmigtir. Poli-P graniillerine tam spesi-
fik olmamakla birlikte, hiicre-i¢i metakromatik
voliitin fosfor graniillerinin boyanmasi i¢in yay-
gin olarak kullanilan Neisser boyamasi uygu-
lanmigtir. Bu yontemde, metilen mavisi ve kris-
tal viyole ¢ozeltileri pozitif-boyama, bismark
brown c¢ozeltisi ise negatif-boyama i¢in kulla-
nilmistir. Lipofilik hiicre-i¢i depo maddelerinin
(6rn. PHB) izlenmesi i¢in ise 0rnekler 6nce Su-
dan Black B ile (pozitif boyama), ardindan da
Safranin O ile (negatif boyama) boyanmistir
(Jenkins vd., 1993).

Deneysel bulgular ve tartisma

Sistem performansi

Kararli halde calisan aerobik graniiler biyo-
kiitlenin BAFG agisindan davranmiglarini karak-
terize etmek amaciyla gerceklestirilen ¢cevrim igi
deneyleri sonucunda sistemin karbon ve fosfor
giderim verimlerinin sirastyla %92 ve %99 ol-
dugu saptanmistir. Sistemin ¢evrim ici KOI ve
PO4-P profilleri tipik BAFG profilleridir ve
PAO-fenotipini yansitmaktadir (Sekil 2). Anae-
robik karistirma sonunda sivi fazdaki PO4-P de-
gerinin 136 mg/L’ye kadar ¢iktig1 ve bu devreyi
izleyen aerobik fazin ilk 90 dakikasinda salinan
fosforun hemen hemen tamaminin biyokiitle ta-
rafindan depolandig1 gozlenmistir (Sekil 2).
Biyokiitlenin toplam fosfor igerigi 131 mg POy-
P/g AKM olarak kaydedilmistir (Tablo 1). Sekil
2’deki KOI profilinden de goriildiigii gibi, 1 sa-
atlik anaerobik besleme devresinin bitmesini
takiben, sivi fazdaki asetat anaerobik kosullar
altinda hizla tiiketilmis ve izleyen aerobik faz
boyunca KOI profili 20-30 mg/L civarinda sabit
kalmistir. Sistemde saptanan nitrifikasyon ve
denitrifikasyon verimleri sirasiyla %75 ve
%100, toplam azot giderim verimi %78 olarak
belirlenmistir. Nitrifikasyon sonucu aerobik

fazda tretilen Nox-N’nun tamami, takibeden
¢evrimin ilk dakikalarinda ve bir miktar asetatin
da kullanim1 sonucu denitrifikasyon ile tiiketil-
mektedir. Bunlara ek olarak, 45 mL/g olarak
belirlenen CHI degeri, aerobik graniiler BAFG
biyokiitlesinin {istiin ¢cokelme 6zelliklerine sahip
oldugunu gostermektedir.

Tablo 1. Kararli-hal aerobik graniiler BAFG
biyokiitlesi ¢evrim-i¢i deney kosullar

Giris Atiksuyu® Isletim

KOI(mg/L) 642 V(L) 1.8

Biyokiitle
AKM(mg/L)

4410

TP(mg/L) 20 VgL) 22 UAKM(mg/L) 3132
NH,(mg/L) 40 V¢/Vy 082 UAKM/AKM  71%
SRT(g) 11.4 CHi(mL/g) 45
Ts(d) 15 P icerigi® 113

*Olgiilen: 544 mg KOI/L, 20.8 mg PO,-P/L, 40 mg NH,-N/L.
bBiyokﬁtlenin toplam fosfor icerigi; mg PO,-P/g AKM.
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Sekil 2. Kararli-hal aerobik graniiler BAFG
biyokiitlesi ¢cevrim-i¢i profilleri: PO4-P (W),
KOI (»), NHsN (0), ve Nox-N (o)

Biyokiitlenin genel yapisi

15 dakika sonunda cokelen biyokiitlenin, ¢6-
kelmis ¢amur yatagimin biiyiik bir kismina karsi-
lik gelen ve gozle ayirt edilebilir biiytikliikteki
biyokiitle agregalarin yer aldig1 yogun alt tabaka
ile c¢okelme Ozelligi 1iyi olan flokiiler
biyokiitleden meydana gelen ince iist tabaka
olmak {tizere iki tabakadan olustugu gozlenmis-
tir. Literatiirde, 400-500 mm’den biiyiik floklar
“iri flok™” olarak (Jenkins vd., 1993; Liss vd.
2002), 1-3.3 mm capli biyokiitle agregalar ise
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“graniil” olarak tamimlanmaktadir (Beun vd.,
1999). Aerobik sistemlerde yiiriitiilen bazi ca-
lismalarda ¢ap1 4.5-7 mm’ye kadar varan gra-
niiller rapor edilmektedir (Morgenroth vd.,
1997; Etterer ve Wilderer, 2001). Bu ¢aligmada
elde edilen ve mevcut biyokiitlenin ¢ogunu
olusturan aerobik graniillerin ortalama capi ise
2.5-3 mm olarak saptanmistir.

Elde edilen graniiller, ¢iplak gozle ayirt edilebi-
lir, koyu renkli, yogun, kiiresel ya da oval sekilli
parcaciklardir. Daha kiiciik ve az yogunlukta
olan ve floklarla ¢evrelenmis amorf sekilli agre-
galara da rastlanmistir. Bu agregalarm, 2.5-3
mm ortalama ¢apli olgun graniilleri olusturan
peletler ya da geng graniil adaylar1 oldugu diisii-
niilmektedir. Bu baglamda, aerobik graniilas-
yonun dinamik bir siire¢ oldugu, graniillerin be-
lirli bir fiziksel biiylime dongiisii izledigi, bas-
langigta kiiciik olan graniillerin zamanla capla-
rmin biiyldigi ve belirli bir degere (6rn. 5-8
mm) ulastiktan sonra iri graniillerin kiigiik gra-
niillere parcalandiklar1 ve graniil capmin yeni-
den artmaya bagladig1 saptanmustir.

Graniillere ve floklara ek olarak aktif ¢camur sis-
temlerinde sikg¢a goriilen tipik Okaryalara da
rastlanmigtir.  Graniillerin dis tabakalarinda,
Vorticella campanula ve Carhesium spp. gibi
sabit protozoalar mevcuttur. Diigiik miktardaki
rotiferlerin yanisira, yine az miktarda filamentli
bakterilere rastlanmistir. Filamentli bakterilerin
subjektif puanlanma yontemi (Jenkins vd.,
1993) ile belirlenen miktarlar1 0-1 araligindadir.

Morfolojik ve fenotipik cesitlilik

Poli-P tesbiti i¢in yapilan Neisser ve PHB’lerin
gbzlenmesi i¢in uygulanan Sudan Black B bo-
yamalarinin sonuglart Sekil 3’te verilmistir.
Asetata alismis olan ve uzun siiredir tam-BAFG
verimi sergileyen aerobik graniiler biyokiitle,
morfolojik olarak oldukca zengin bir gdriiniim
sergilemektedir. Literatiirdeki bazi giincel ca-
ligmalarda da PAQO’larca zenginlestirilmis
BAFG biyokiitlelerinde, konvansiyonel gubuksu
ve kokoid PAO’larin yanisira, 6zellikle dikkat
cekici miktarda tetrad-benzeri bakterilerin goz-
lendigi belirtilmektedir (Liu, 1995; Mino vd.,
1998; Bond vd., 1999; Crocetti vd., 2000;

Griffiths vd., 2002). Bu ¢alismalarin pek cogun-
da tetrad-benzeri bakterilerin PAQ’larla yarisan
GAOQO’lar oldugu savunulmaktadir.

Sekil 3’te de goriildigi gibi, bu caligmada temel
olarak 5 morfotip saptanmustir. Incelenen &rnek-
lerde baskin morfotip, 1-2 um ¢apli ¢ubuksu
hiicrelerdir. Bunlarin yaninda az sayida ve 20-
40 wm uzunlugunda bazi diiz filamentlere de
rastlanmistir. Tetra- ya da sarsina-benzeri hiicre-
lerin/hiicre topluluklarinin varhigi da oldukca
dikkat c¢ekicidir. S6zkonusu tetradlarin ortalama
caplar1 3.5-4 um olup; benzer hiicreler icin lite-
ratlirde verilen Olgililere uymaktadir (Brock vd.,
1994). Bir baska ilging morfolojik grup ise yo-
gun ve oldukea biiyiik kokoid-topluluklardir. Bu
topluluklar stafilokok morfolojisini andirmakta
ve esasen 1.3-1.8 um caph tekil koklarin
biraraya gelmesiyle olusmaktadir (Sekil 3).
Kokoid topluluklarin olduk¢a yogun olmalari
nedeniyle bunlarin tekil kok hiicre topluluklar
mi, yoksa tetra/sarsina-benzeri hiicre agregalari
mu1 olduklar1 net olarak anlasilamamaktadir. Bu-
na ragmen, sdzkonusu yogun hiicre toplulukla-
riin poli-P ve PHB boyamalarina verdikleri re-
aksiyonlar genel olarak tetradla-rinkine benzer
oldugundan (baz1 tetradlar harig), bu hiicrelerin
ekofizyolojik degerlendirilmelerinde belirsizlik
yasanmamistir. Yukarida sayilan morfolojik
hiicre tiplerine ek olarak bazi ender durumlarda
diplo-kok hiicrelere de rastlanmustir.

Sekil 3; panel A ve B’de gozlenen cubuksu-
hiicrelerin tiimii anaerobik devre sonunda poli-P
negatif [P(-)] reaksiyon vermislerdir. Bunun an-
lami, BAFG sistemlerinde baskin olan PAO-
fenotipinden beklenecegi {izere anaerobik devre
sonunda hiicre-i¢i poli-P depolarmin tiikenmis
olmasidir. Ayni drnekleme zamaninda alinan ve
PHB-boyas1 ile boyanan orneklerdeki ¢ubuksu
hiicreler de tamamen pozitif bir cevap [PHB(+)]
verdiginden hiicre-i¢i PHB depolarinin dolu ol-
dugu yargisima varmak miimkiindir (Sekil 3;
panel C ve D). Takip eden aerobik devre sonun-
da alinan 6rneklerdeki ¢ubuksu-hiicreler tama-
men olmasa da c¢ogunlukla Neisser(+)’dir ve
bu da poli-P depolarinin maksimum kapasitenin
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Sekil 3. Aerobik graniiler BAFG-biyokiitlesinin mikrobiyolojik 6zellikleri: Panel [A] - [D]: Anaerobik devre sonu érnekleme. Panel [E] -[H]:
Aerobik devre sonu ornekleme. Panel [A], [B], [E], ve [F] deki numuneler poli-P graniillerinin belirlenmesi icin Neisser boyast ile boyanmig-
tir (koyu lacivert-mor hiicreler poli-P[+] ve kahverengi hiicreler poli-P[-]). Panel [C], [D], [G], ve [H] ‘deki numuneler hiicre-i¢i lipofilik
PHB depolarinin saptanabilmesi i¢in Sudan Black B ile boyanmistir (mavi-siyah hiicreler PHB[+] ve pembe hiicreler PHB/[-]). Sonuglar ve
yorumlart Tablo 2’de ozetlenmistir.
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altinda bir dolulukta oldugunu goéstermektedir
(Sekil 3; panel E). Buna bagli olarak bu hiicrele-
rin aerobik devre siiresince PHB depolarinin
tamamin1 da kullanmadiklar1 gdzlemlenmistir
(Sekil 3; panel G ve H). Bu ¢ubuksularin gerek
morfolojileri gerekse poli-P ve PHB boyamala-
ria verdikleri yanitlar, literatiirde PAO-fenotipi
icin Onerilen Ozelliklerle oOrtiismektedir (Mino
vd., 1998; Bond vd., 1999; Mino, 2000;
Levantesi vd., 2002). Sistemde %99’luk fosfor
ve %92’lik karbon gideriminin saglanmasina
karsilik, ¢ubuksu-PAO’larinin hiicre-i¢i poli-P
depolarinin kismen dolu olmasi ve bu hiicrelerin
PHB havuzlarin1 tamamen kullanamamis olma-
lar1, sistemin bu devrede fosfor kisitli olarak is-
letilmesine baglanmistir (KOI:P oran1 32:1).
Sekil 3’te mikrograflar1 goriillen boyama sonug-
lar1 Tablo 2’de 6zetlenmigtir. Sonuglarin sunu-
munda, hiicre-i¢i depolarin goreceli miktarlarina
isaret etmek iizere kesinlikle pozitif yanitlar i¢in
(+++), ortalama yanitlar i¢in (++-), zayif yanit-
lar i¢in (--+) ve kesinlikle negatif yanitlar i¢in (-
--) gibi basit bir derecelendirme sistemi kulla-
nilmistir (Tablo 2).

Gozlemlenen tetra/sarsina-benzeri hiicrelerin
sekilleri, literatiirde tanimlanan/6nerilen GAO-
morfolojisini andirmaktadir. Cogu tetrad, hem
anaerobik hem de aerobik devre sonunda alinan
numunelerde Neisser(+) ¢cikmustir (Sekil 3; pa-
nel A, B, ve E). Ancak bu bulgularm, s6zkonusu
hiicrelerin BAFG ile ilgili olarak poli-P depo-
lama yetenekleri oldugunun kanit1 olarak algi-
lanmamas1 gerektigi sonucuna varilmistir. Bu-
nun nedeni, bu tetradlarin hiicre iclerinde degil,
sadece hiicre duvarlarinda Neisser(+) reaksiyon
vermis olmalaridir. Sitoplazma yerine hiicre du-
varinda Neisser(+) reaksiyon veren ve bazi ¢a-
lismalarda “GAQ” olarak tanimlanan tetrad ya-
pida hiicrelerin varlig: literatiirde de rapor edil-
migtir (Liu, 1995; Liu vd., 1996; Mino vd.,
1998; Bond vd., 1999; Crocetti vd., 2000;
Griffiths vd., 2002).

Uzerinde en ¢ok calisilmis PAO tiirii olan
Acinetobacter suglarindan bazilarinin farkl ya-
pilarda poli-P depolarinin oldugu, ve bazi alt-
suslarin bi-fazik poli-P dagilimi gosterdikleri
bilinmektedir (Florentz vd., 1984; Streichan vd.,
1990). Bu suslarin poli-P depolarmin biiyiik bir

kismi sitoplazmada ve poli-P graniilii halinde
iken, kiiclik ancak yadsinamayacak bir kismi ise
genelde Gram(-) olan bu bakterilerin dig mem-
brani ile iliskili olarak, ya da dis ile i¢ membran
arasindaki periplazmada bulunmakta ve hiicrele-
rin boyanmasi durumunda oldukg¢a koyu renkte
bir zarf goriinimii olusturmaktadir (Florentz
vd., 1984). Florentz ve digerleri, SIP.NMR ve
TEM teknikleriyle, sitoplazmik poli-P’nin
(metakromatik voliitin graniil), anaerobik or-
tamda hiicre icinden dis ortama salindigini an-
cak periplasmik poli-P’nin (yogun hiicre zarf1)
hicbir degisiklige ugramadigin1 saptamistir
(Florentz vd., 1984). Sonuglar, membran duvari-
iligkili poli-P tabakalarinin, hiicre i¢inde sitop-
lazmada bulunan ve BAFG mekanizmasinda
dogrudan enerji havuzu olarak kullanilan poli-P
voliitin graniillerinden farkli olduklarin1 goster-
mistir. Bu baglamda, membran iliskili poli-P
tabakalarinin, BAFG’1 karakterize eden anaero-
bik fosfor salimi ve acrobik fosfor alimi siirecle-
rinde rol oynamadig1 sonucuna varilmistir.

Yukaridaki agiklamalar dogrultusunda, bu ca-
lismada ¢ogu tetrad/sarsina-benzeri hiicreden
elde edilen ve hiicre duvan iligkili Neisser(+)
sonuglar, s6z konusu hiicrelerin BAFG meka-
nizmasinin fosfor biitgesine katilimlarinin gos-
tergesi olarak degil, hiicre membranlar ile ilis-
kili yogun poli-P tabakalarma sahip olduklarinin
gostergesi olarak kabul edilmistir.

Daha o6nce belirtildigi lizere tetra/sarsina benze-
ri hiicreler morfolojik olarak GAO’lara benze-
mektedir. Buna karsilik ve sistem yiiksek KOI
yiikii ile calistirildig: halde, tiim tetradlar hem
anaerobik hem de aerobik devreler sonunda ke-
sinlikle PHB(-) yanit vermistir (Sekil 3; panel C
ve G). Bu nedenle, sézkonusu tetradlarin GAO-
morfolojisine uydugu, ancak bu hiicrelerin
ekofizyolojik 6zelliklerinin, 6zellikle anaerobik
PHB depolamas1 konusunda GAO-fenotipiyle
ortiismedigi sonucuna varilmstir.

Gerek bu ¢alismada elde edilen sonugclar, gerek-
se literatiirde GAO morfolojisi ve fenotipi ile
ilgili baz1 c¢aligmalarda oOnerilen ¢ikarimlarin
birbiriyle ¢elisiyor olmasi, BAFG sistemlerinde
gOzlenen tetrad/sarsina benzeri hiicrelerin
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Tablo 2. Aerobik graniilerBAF G-biyokiitlesinin morfolojik ve fenotipik ézellikleri

Sekil3  Morfoloji Anaerobik Sonu Aerobik Sonu Fenotipik Ozellikler Kisa
buk P(---) PHB(+++) P(++-) PHB (--+) ePAO-morfolojisi ile uyumlu
Panel Gubuksu oPAO-fenotipi il 1 PAO
hiicreler enotipi ile uyumlu
eFosfor-kisitli isletme
A,B C E G,H
*Tetrad/ o
sarsina. zP(++-) PHB(---) zP(++-) PHB(---) eGAO-morfolojisi ile uyumlu
Panel benzeri eHiicre duvarinda Neisser(+) g
hiicreler eHer kosulda PHB(-)
5 ¢GAO-fenotipi ile uyumsuz
(cogunluk) A.B C E G y
b
Tetrad/ .
saresirr?a— 7P(---) zP(---) eDiger TFO’lardan farkli
Panel benzeri olarak tamamen Neisser(-) TFO2
hiicreler (az) A E
*K okoid- zP(++-) PHB(---) zP(++-) PHB(--) eHiicre duvarinda Neisser(+)
Panel topluluklar eHer kosulda PHB(-) cC
B D F G,H

*GAO-fenotipi ile uyumsuz

“Tetra/sarsina-benzeri hiicreler ve kokoid-yumaklar sadece hiicre duvarlari civarinda kuvvetli olarak Neisser(+) yanit
vermistir (hiicreleri ¢evreleyen koyu renkli zarf benzeri yapilarlar). Bu morfotiplerin Neisser boyama sonuglart
ZP(++-) olarak kisaltilmustir. "TFO2’yi TFO1’den ayirmak igin benzer bir kisaltma, zP(---), kullanilnustir.

ekofizyolojik acidan GAO olarak davranip dav-
ranmadiklarim belirleyebilmek i¢in, sadece tek
bir faz sonundan degil, hem anaerobik hem de
aerobik fazlardan Ornekleme yapilmasinin ve
gerceklestirilecek genis kapsamli boyama ve
morfolojik incelemelere ek olarak incelenen sis-
temlerin igletme kosullariyla birlikte biyokim-
yasal doniisiim siiregleri agisindan performans-
larinin da g6z 6niinde bulundurulmasinin gerek-
liligine isaret etmektedir. Sonug olarak, bu ¢a-
lisma kapsaminda gozlemlenen tetrad/sarsina-
benzeri organizmalarin “GAQO” olarak adlandi-
rilmast uygun bulunmamig, buna karsilik bu
morfotip, Tsai ve Liu'nun ardindan (Tsai ve
Liu, 2001) TFO (Tetra Forming Organisms) ola-
rak isimlendirilmistir. Fonsiyonel bir siniflan-
dirmaya isaret “GAQO” teriminden farkli olarak,
“TFO” terimi morfolojik tanimlamaya/ayirt et-
meye yoneliktir.

TFO morfotipinin ¢ogunluguna aykir1 olarak
kesinlikle Neisser(-) reaksiyon veren bazi
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TFO’lara da rastlanmistir (Sekil 3; panel A ve
E). Bu iki grubu ayirdedebilmek amaciyla, hiic-
re duvarlarinda kuvvetle boyanan tetradlar
TFO1 ve negatif reaksiyon verenler ise TFO2
olarak adlandirilmistir (Tablo 2). Morfolojileri
ayni olan bu iki grup organizmalarin hiicre du-
varlarinin kompozisyonunun farkli oldugu dii-
siiniilmektedir.

Kokoid-topaklarin boyama sonuglar1 TFO’larin-
kine (TFO1) benzerdir. Bunlar gerek anaerobik-
gerekse aerobik-devre sonlarinda sadece hiicre
duvarlarinda Neisser(+)’dir (Sekil 3; panel B ve
F). Benzer sekilde yogun topaklar1 olusturan
kokoidler her devrede kesinlikle PHB(-)’dir
(Sekil 3, panel D ve H).

Sonuc¢lar

PAQO’larca zenginlestirilmis aerobik graniiler
biyokiitlenin uzun siireli kararli hal isletimi ar-
dindan incelenmesi sonucu hem morfolojik hem
de ekofizyolojik agilardan ¢esitlilik gosterdigi
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saptanmistir. Bu yargi, BAFG sistemleri bagla-
minda literatiirde rapor edilen sonuglarla uyum-
ludur.

Sistemdeki baskin tiir tanimlanmis morfolojileri
ve ekofizyolojileri ile gubuksu PAO’lardir. Bu
calismada gozlemlenen TFO’larin morfolojsi,
GAO morfolojisi ile ortiismekle birlikte, bunla-
rin anaerobik devre sonundaki PHB boyamasina
verdikleri kesin olumsuz yanitlar, bu morfotipin
fonksiyonel anlamda GAO olduklar1 savinin
sorgulanmasi gerektigine isaret etmektedir.

Literatiirde anaeobik graniiler biyokiitle ve kar-
bon ya da azot gideren aerobik graniiler
biyokiitle performanslar ile ilgili cok sayida ¢a-
lismalar bulunmakla birlikte, ardisik anaerobik-
aerobik modda igletilen BAFG sistemlerinde
aerobik graniilasyon konusunda yaymlanan ¢a-
lismalar son derece sinirli sayidadir. Bu calis-
mada sunulan sonuclar, AKR tipi reaktorlerde
hem tam BAFG performans: ile g¢aligmanin,
hem de son derece iistiin ¢okelme 6zelliklerine
sahip aerobik graniiler biyokiitle elde etmenin
miimkiin oldugunu gdstermistir.

Miihendislik uygulamalar1 agisindan, AKR tipi
reaktorlerin sundugu isletme kolayliklar1 (¢6-
kelme siiresinin, ilk hacim ya da doldurma hac-
minin degistirilebilmesi, anaerobik ya da aero-
bik reaksiyon siirelerinin uzatilip kisaltilabilme-
si, BAFG prosesi i¢in gereken ardigik anaero-
bik-aerobik fazlarm aym hacimde farkli zaman-
larda uygulanabilmesi, vb.), graniiler biyokiit-
lenin iistiin ¢okelme 6zellikleri (diisiik ¢okelme
stiresi, biyokiitlenin kompakt yapisi nedeniyle
V, hacminin diisiiriilebilmesi, yiiksek biyokiitle
tutma kapasitesi sayesinde giinliik yiiklemelerin
artirtlabilmesi, vb.) ile BAFG mekanizmasinin
geregi olan anaerobik faz sayesinde sistemin
toplam havalandirma ihtiyacinin diistiriilmesi
gibi Ozellikler birlestirildiginde “aerobik granii-
ler BAFG teknolojisi”, gerek istenilen sistem
veriminin elde edilmesi gerekse ilk yatirm ve
isletme giderlerinin diisiiriilmesi agisindan gele-
cek vaadeden bir biyolojik atiksu aritma alterna-
tifi olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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