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OZET

Dinyada yer alt1 sular1, igme amagli kullanim igin belirlenen sinirlarin {izerinde nitrat
icermektedir. Nitratin en onemli kaynaklari; azotlu giibreler ve aritilmadan desarj edilen
evsel ve endiistriyel nitelikli atiksulardir. Dolayisiyla, yer alti sularinin in-situ (yerinde)
veya bu sularin igme suyu olarak kullanildig: tesislerde ex-situ (disarida) aritimi amaciyla
ekonomik ve etkili nitrat giderim teknolojilerinin arastirilmasi gerekmektedir. Ters osmoz,
iyon degistirme, distilasyon ve elektrodiyaliz igme sularindan nitrat giderimi icin
kullanilan fiziko-kimyasal yontemler arasinda yer almaktadir. Bu yontemlerin en énemli
dezavantajlar1 yiiksek isletme ve bakim maliyetleri, diisiik se¢icilik 6zellikleri ve tuzlu
atiksu tiretimidir. Ayrica, bu teknolojiler, hem pahali hem de yerinde (in-situ) aritim igin
uygun yontemler degildir. Bu nedenle, biyolojik denitrifikasyon 6nemli bir aritma yontemi
olarak diistiniilmelidir. Ototrofik denitrifikasyonun, heterotrofik denitrifikasyona kiyasla en
onemli avantaji organik madde ilavesi gerektirmemesi ve dolayisiyla, aritilmis suyun
klorla dezenfeksiyonu sirasinda klorlu organik maddeler olusturmamasidir. Ayrica diisiik
bakteri liretimi nedeniyle ¢ikis suyunun bakteriyolojik olarak kirlenme riski de azaltilmakta
ve arittm maliyeti diismektedir. Kiikiirt, ucuz olmast ve kolay bulunabilmesi nedeniyle;
denitrifikasyon prosesi i¢in uygun bir elektron kaynagidir. Bu proseste, elementel kiikiirt
elektron verici olarak davranir ve nitrat azota indirgenirken, kiikiirt siilfata oksitlenir.
Bircok avantajlarmma ragmen kilkiirt bazli ototrofik denitrifikasyonun en &nemli
dezavantajlar1 siilfat ve asit Uretmesidir. Alkalinite kaynagi olarak kire¢ tas1 veya
bikarbonat kullanilabilmektedir. Daha yiliksek nitrat konsantrasyonuna sahip yer alti
sularinin aritiminda ise heterotrofik ve ototrofik denitrifikasyon prosesinin es zamanh

olarak kullanildig1 miksotrofik proses kullanilarak {iiretilen siilfat kontrol altina alinabilir.

Tez calismasinda; elementel-kiikiirt bazli ototrofik ve miksotrofik denitrifikasyon
prosesiyle icme sularindan nitrat gideriminin ayrintili olarak ¢alisilmasi ve arsenigin

prosesperformansina etkisi irdelenmistir. Bu amagla; toplam 3 adet kolon reaktor calisma



boyunca uzun siireli olarak isletilmek kosuluyla ototrofik denitrifikasyon performansi;
farkli kiikiirt/kire¢ tasi oranlarinda, farkli dane caplarinda, farkli nitrat yiiklemelerinde,
alkalinite kaynagi olarak bikarbonat kullanilmasi durumunda arastirilmistir. Ayrica,
miksotrofik denitrifikasyon performansi da farkli metanol ve nitrat konsantrasyonlarinda,
farkl yiiklemelerde ve farkli alkalinite kaynaklar1 varlifinda arastirilmistir. Her iki proses
performansina arsenigin etkisi ve reaktorlerdeki bakteriyel toplulugun zamanla degisimi de
incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda; diistik nitrat konsantrasyonlarinda (<30 mg/L NOs-N),
ototrofik denitrifikasyon ile siilfat i¢in igme suyu limitleri asilmadan tam denitrifikasyon
gerceklesebilecegi gdzlenmistir. Ototrofik denitrifikasyon performansinin elementel kiikiirt
dane capina bagli oldugu belirlenmistir. Elementel kiikurt partikil boyutu kigtldikce artan
yiizey alan1 nedeniyle elementel kiikiirtiin ¢oziiniirligli artmis ve proses performansi da
yiikselmistir. Miksotrofik denitrifikasyon prosesinde c¢ok daha yiiksek denitrifikasyon
hizlar1 elde edilmis ve cikista kalinti organik madde miktarinin olduk¢a diisiik oldugu
tespit edilmistir. Dolayisiyla yiiksek nitrat konsantrasyonlarinda (>30 mg/L NO3-N)
miksotrofik denitrifikasyon prosesiyle icme sularindan nitrat giderilebilecegi belirlenmistir.
1000 pg/L’ye kadar arsenigin denitrifikasyon performansini olumsuz etkilemedigi ancak
sistemden aritilmadan ¢iktigi belirlenmistir. Molekiiler biyoteknoloji ile ayrica mikrobiyal
popiilasyondaki degisimlerde belirlenmis ve bu degisimlerin denitrifikasyonu etkiledigi

ortaya konmustur.
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REMOVAL OF NITRATE IN DRINKING WATER CONTAINING
ARSENICWITH SULFUR-BASED AUTOTROPHIC DENITRIFICATION AND
DETERMINATION OF MICROBIAL POPULATION DYNAMICS

(PhD THESIS)

ARZU KILIC
SUMMARY

In the world, nitrate concentration in ground water has exceeded the maximum allowable
limits for drinking water. The most important sources of nitrate in ground waters are
nitrogen containing fertilizers and the industrial and domestic wastewaters discharged
without being treated properly. Therefore, economical and effective treatment technologies
for ground water denitrification should be developed for in-situ (in place) and ex-situ (on-
site) applications. Reverse osmosis, ion exchange, distillation and electrodialysis are the
physico/chemical methods used for the removal of nitrate from drinking waters. The main
disadvantages of these processes are high operational cost, low selectivity and the
formation of secondary brine wastes after treatment. Moreover, these processes are
expensive and not proper for in-situ applications. For these reasons, biological
denitrification should be considered as an important process. The main advantage of
autotrophic denitrification is the not requirement of organic supplementation. Hence, there
is no risk of chloro-organics formation in the chlorination process following denitrification.
Additionally, due to low biomass production, the risk of bacterial contamination and the
operational cost are reduced in autotrophic denitrification process. Sulfur-based
autotrophic denitrification is an effective alternative due to low cost and availability. In this
process, the elemental sulfur and nitrate behave as an electron donor and an acceptor,
respectively. Hence, when nitrate is reduced to nitrogen gas, sulfur is oxidized to sulfate.

Although sulfur-based autotrophic denitrification has several advantages, its main
disadvantages are sulfate and acid formation. Lime stone or bicarbonate can be used as
alkalinity sources. For the waters containing higher nitrate concentrations, mixotrophic
process combining heterotrophic and autotrophic denitrification processes can be used to

control the amount of sulfate formation.

In the thesis study, sulfur-based autotrophic and mixotrophic denitrification processes for
drinking water denitrification and the impact of arsenic on the process performance were
deeply investigated. For this purpose, 3 column reactors were operated continuously in



long term for the investigation of sulfur/limestone ratio, particle size, nitrate loadings, and
alkalinity source on autotrophic denitrification performance. Additionally, mixotrophic
denitrification performance was deeply investigated under varying methanol and nitrate
loadings as well as with different alkalinity sources. The impacts of arsenic on both
autotrophic and mixotrophic denitrification performances and the microbial community
were investigated. Results showed that at low influent nitrate concentrations (< 30 mg/L
NOs-N), complete autotrophic denitrification can be achieved without exceeding the
drinking water limit values for sulfate concentration. Autotrophic denitrification
performance highly depended on sulfur particle size. As the particle size of elemental
sulfur granules decreased, the surface area increased, which also increased sulfur
dissolution and denitrification performance. Under mixotrophic denitrification conditions,
only a part of nitrate was reduced by autotrophic microorganisms and system was well
operated without external alkalinity supplementation. Therefore, mixotrophic process can
be effectively used for the denitrification of drinking water with high nitrate concentrations
(>30 mg NOs-N/L). System performance was not adversely affected from arsenic even at
1000 pg/L and arsenic left the column without being treated. The change of microbial

community in the reactors was also determined.
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water denitrification
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1. GIRIS

Su insan yasami i¢in vazgecilmez bir besindir. Insan viicudunun %70’ini olusturan su,
sadece besin maddesi olarak degil gilinlilk yasamin her asamasinda temizlik, beslenme,
tarimsal sulama ve endiistriyel amacl kullanilmaktadir. Tiim bunlarin yani sira su, dogada
bulunan en iyi ¢6ziicii madde olma 6zelligine de sahiptir. Bu 6zelligi ile kirleticiler i¢inde
1yi bir tastyici gorevi de yapmaktadir. Tiim su kaynaklarinin yaklasik %2.66’s1 temiz sudur
(yeralt1 suyu, goller, nehirler ve kutuplarda ki buzullar); ancak kiiciik bir kism1 (%0,6)
icme suyu kaynagi olarak kullanima uygundur (Tugrul, 2006). Bu nedenle sinirli olan tath

su kaynaklarimin kalitesinin korunmasi ¢ok biiyiikk 6nem tagimaktadir.

1.1. igme Sulari ve igme Suyu Standartlar

Su, dogal halinde icerisinde pek ¢ok ¢oziinmiis madde, kati partikiil, canli ve cansiz
organizma igerir. Insanlar, yasamsal ve ekonomik gereksinimleri icin suyu hidrolojik
cevrim denilen bir dongiiden alir ve kullandiktan sonra ¢evrime geri verirler. Bu islevler
sirasinda suya gegen maddeler suyun kimyasal, fiziksel ve biyolojik ozelliklerinin
degismesine yol acarlar ki, bu olay su kirliligi olarak adlandirilir. Kimyasal, fiziksel ve
biyolojik 6zelliklerin degismesi, sucul ekosistemin dogal dengesinin bozulmasina, giderek
dogadaki tiim sularin sahip olduklar1 6ziimleme (asimilasyon) ve kendi kendini temizleme

kapasitesinin azalmasina veya yok olmasina yol agabilir (Akkurt ve Sendil, 2002).

Amerika Birlesik Devletleri ¢cevre koruma ajansi (EPA), Diinya saglik orgiitii (WHO) ve
Turk Standartlar: Enstitiisii (TSE) i¢cme sularinda aymi standartlar1 kabul etmektedir. igme
sularinin renksiz, berrak olmasi, hastalik yapici organizmalari, zararli kimyasal maddeleri
ihtiva etmemesi ve agresif olmamasi1 gerekir. Bu baglamda suyun igme suyu olarak

tanimlanabilmesi i¢in asagida verilen tanimlamalara uygun olmasi gerekir.

Icme suyu, hastalik yapict mikroorganizmalar igermemeli, kokusuz, renksiz, berrak ve
icimi hos olmali, igeriginde fenoller, yaglar gibi suya kotii koku ve tat veren maddeler
bulunmamal, yeterli derecede yumusak olmali, ne asindirict olmali, ne de tag yapmalidir.

Ayrica hidrojen sulfur, demir ve mangan gibi elementleri ihtiva etmemelidir (web-1).

Ayrica suda saghga zararli kimyasal maddeler bulunmamalidir. Bazi kimyasal maddeler
zehirli etki yapabilir; arsenik, kadmiyum, krom, kursun, civa gibi. Bunun yaninda baryum,
nitrat, floriir, radyoaktif maddeler, amonyum, kloriir gibi maddeler sinir degerlerinin

lizerinde sagliga olumsuz etkileri olan maddelerdir. Ozellikle amonyum, NOs-N ve NO2-N
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gibi  maddelerin varligi, suya kirli sularin  karistiginin - gostergesidir.  Sularda
kullanilabilirlik sartlarin1 saglamak ve suda bulunmasi arzu edilmeyen maddeleri belirli bir
seviyenin altinda tutmak icin ¢esitli standartlar gelistirilmistir. TS- 266’ya gbre igme Suyu

standartlar asagida Cizelge 1.1.de verilmistir.

1.2. Icme Sularinda NitratKirliligi

Icme sularinda varhigi saglik agisindan sakincali olan nitrat iyonu, ampirik formiilii NOs ile
ifade edilen ¢ok atomlu bir iyondur ve molekiil agirligi 62,0049°dir. Organik kimyada,
nitrik asit ve bazi alkollerinesterlerine nitrat adi verilir. Nitrat iyonlar1 3 farkli yapida
olabilirler (Sekil 1.1). Yer alti sular1 ve igilebilir su kaynaklarinda nitrat, makul
konsantrasyonlarda bulunabilir. EPA, WHO ile diinyada, TS 266 standard: ile tilkemizde,
NOs-N konsantrasyonunun igme ve kullanma sularinda sinir degeri, 10 mg NO3z-N/L

olarak belirlenmistir.

Sekil 1.1. Nitrat iyonunun yapisi

Nitrat, atik sularin desarji ve gilibre kullanimina bagl olarak yeralti sularinda, ytiksek
degerlere ¢ikarak bir kirletici halini almaktadir. Genel olarak yogun tarim yapilmayan
alanlardaki sularda goreceli olarak daha diisiik; tarimsal faaliyetlerin yogun oldugu
alanlarda ise daha yiiksek nitrat konsantrasyonlar1 gozlenmektedir. Nitrat bulundugu su
kaynaklarmin rengine, kokusuna veya tadina herhangi bir etki etmemektedir. Bu nedenle
bu yollarla kirlenmenin goriilmesi imkansizdir. Gegmisteki ¢aligmalar birgok iilkede yeralti
suyunda nitrat konsantrasyonunun hizinda artis oldugunu gostermektedir. EPA 1992°de
43.500 kiiciik ¢ocugun da bulundugu yaklasik olarak 3 milyon insanin kabul edilebilir
seviye olan 10 mg NO3z-N/L’den fazla nitrat igeren yeralti suyunu ictigini gostermistir.
Danimarka ve Hollanda’da yeralt1 sularindaki nitrat konsantrasyonunun yilda 0,2-1,3 mg-
N/L gibi yiiksek bir hizda artmakta oldugu rapor edilmistir (Tugrul, 2006). ABD’de su
kaynag1 olarak kullanilan kuyularin %10 ile 25’inde maksimum sinir olan 10 mg/L NO3-N

astlmis durumdadir. Cin’de ise durum daha kétii olup, bazi bolgelerde yer alti suyunda
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nitrat konsantrasyonu 130 mg/L NO3-N’den daha fazladir (Liu ve ark., 2009). Ulkemizde
ise durum farkli degildir. Sanlurfa, Harran ovasinda yapilan bir ¢alismada (Yesilnacar ve
ark., 2008) 24 kuyudan bir yi1l boyunca alinan su numunelerinde nitrat takip edilmis olup,
konsantrasyonlarin olduk¢a yiiksek oldugu belirlenmistir. Bazi kuyularda nitrat
konsantrasyonun 180 mg/L NOs3-N’e kadar yiikseldigi ve tiim ovada ortalama nitrat
konsantrasyonun 35 mg/L NO3-N oldugu belirtilmistir.

1.3.  Nitratin Saghga Etkileri

Insanlarda nitratin bilinen en yaygin toksik etkisi yenidoganlarda meydana getirdigi
methemoglobinemi ve buna bagli olarak mavi bebek (blue-baby) hastaligidir. Cocuklarda
methemoglobinemiye neden olan bir¢ok madde arasinda nitrat ve bizmut subnitrat siklik
bakimindan ilk iki sirayr almaktadir. Yetigkinlerde nitrat alimma bagli methemoglobin
gelisimine rastlanmamistir. Yagsamin ilk {i¢ ayinda gastrik asit salgis1 yetersiz oldugundan

mide pH’s1 alkalidir ve bakteriler burada kolayca iireyebilirler.

Ust gastrointestinal boliimde iireme olanagi bulan bu bakteriler nitrat1 indirgeyerek NO,-N
olusumuna neden olurlar, daha sonra kana gegen NO,-N, hemoglobinle birleserek
methemoglobin olusturur. Bu hemoglobin tipinde demir oksitlenerek ferroz (Fe?*) halden
ferrik (Fe*") hale doniisiir [reaksiyon (1)] (Della Rocca ve ark., 2007). Methemoglobin
oksijen tasima kapasitesine sahip degildir. Methemoglobin oram1 %5-10 arasinda iken
dudaklarda ve tirnak yataklarinda siyanoz meydana gelir. Methemoglobin orani %20’ye
ulasana dek hastalar asemptomatik kalabilirler, bu seviyeden sonra siyanoz siddetlenir,
hipoksiye bagli semptomlar belirginlesir ve %44 methemoglobin diizeyinde 6liim meydana
gelir. Yenidogan déneminde meydana gelen methemoglobinemilerde 6liim oraninin %8-10
oldugu tahmin edilmektedir (Liu ve ark., 2009), (web-2) Yenidogan dénemindeki
methemoglobiden sonra, nitrat ve NO,-N aliminin meydana getirebilecegi en 6nemli etki
stiphesiz kanser olusumudur[Reaksiyon (2)](Della Rocca ve ark., 2007). Bu olasiliklar1
ortadan kaldirmak ic¢in igcme suyundan NO3-N ve NO,-N’in giderilmesi konusunda

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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Cizelge 1.1. TSE 266, WHO ve Saglik bakanlig1 insani Tiiketim amagl Sular

Yonetmeligine gore igme suyu standartlar1 (Varol ve ark., 2008)

Saghk Bakanlig: insani

TSE 266 Tiiketim Amach Sular WHO
Hakkinda Yoénetmelik
Madde ismi
. Tavsiye edilen
Musaade Maksimum
Parametrik deger konsantrasyon sinir1
edilebilen deger deger
(mg/L)

Zehirli maddeler
Kursun (Pb) - 0,05 mg/L 10 pg/L 0,05
Selenyum (Se) - 0,01 mg/L 10 pg/L 0,01
Arsenik (As) - 0,05 mg7L 10 pg/L 0,05
Krom (Cr) - 0,02 mg/L 50 pg/L 0,05
Sagliga etki eden maddeler
Florr (F) 1 mg/L 1,5 mg/L 1,5 mg/L 1,4-2,4
Nitrat (NO3) - 45 mg/L 50 mg/L 45
Icilebilme 6zelligine etki eden faktorler
Renk 5 birim 50 birim - 50 birim
Bulaniklik 5 birim 25 birim - 25 birim
Koku ve tat kokusuz kokusuz kokusuz Kokusuz
Buharlagma kalintist 500 mg/L 1500 mg/L - normal
Demir(Fe) 0,3 mg/L 1 mg/L 200 pg/L
Mangan (Mn) 0,1 mg/L 1,5 mg/L 50 pg/L 0,3 mg/L
Bakir (Cu) 1 mg/L 1,5 mg/L 2000 pg/L 0,05 mg/L
Cinko (Zn) 5 mg/L 15 mg/L - 1 mg/L
Kalsiyum (Ca) 75 mg/L 200 mg/L - 5 mg/L
Magnezyum (Mg) 50 mg/L 150 mg/L - 75-200 mg/L
Siilfat (SOy) 200 mg/L 400mg/L 250 mg/L 250 mg/L




Cizelge 1.1. devami

Saghk Bakanlig: insani

TSE 266 Tiiketim Amach Sular WHO
Hakkinda Yoénetmelik
Madde ismi
. Tavsiye edilen
Musaade Maksimum
Parametrik deger konsantrasyon sinir1
edilebilen deger deger
(mg/L)

Kloriir (CI) 200 mg/L 600mg/L 250 mg/L 250 mg/L
pH 7-8,5 6,5-9,2 6,5-9,2 6,5-9,2
Bakiye klor 0,1 mg/L 0,5 mg/L -
Fenolik maddeler - 0,002 mg/L - 0,001-0,002 mg/L
Kirlenmeyi belirten maddeler
Toplam organik

3,5 mg/L - - .
madde
Nitrit - - 0,5 mg/L -
Amonyak - - 0,5 mg/L -

1.4.  i¢me Sularinda Nitrat Giderim Metotlar

Icme suyu ve yer alt1 su kaynaklarindaki nitrat diizeyinin azaltilmasina ydnelik baslica iki

yaklasim bulunmaktadir.

a) Suya nitrat transferinin 6nlenmesi,

b) Nitratin sulardan uzaklastirilmast ya da sulardaki nitrat diizeyinin azaltilmasi

(Akkurt ve Sendil, 2002).

Suya nitrat transferinin dnlenmesi, 6ncelikle suda nitrat kirlenmesine yol agan nedenlerin
ortaya konmasi, buna sebebiyet veren uygulamalar konusunda insanlarin egitimi ve
bilin¢lendirilmesi ile olabilir. Sularin kirletilmemesi kirlendikten sonra kirleticilerin
uzaklastirllmasindan daha kolay ve ekonomik bir uygulamadir ancak uygulanabilirlik
acisindan zordur. Bu nedenle sulardan nitrat giderimi ve uzaklastirilmas1 uygulamalari
daha fazla iizerinde durulan bir konudur. Nitrat gideriminde kullanilan aritma prosesleri;

fiziko-kimyasal prosesler ve biyolojik aritma yontemleri olarak iki’ye ayrilmaktadir.
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1.4.1. Fiziko-kimyasal prosesler

Suya nitrat transferinin onlenmesi veya giderimi arasindaki tercih tamamen ekonomik
nedenlere gore belirlenmektedir. Nitratin igme ve yeralt1 sularindan gideriminde uygulanan
metotlar ¢ogunlukla iyon degistirme, ters osmoz, ve elektrodiyaliz gibi fiziko-kimyasal
proseslerdir. Bu aritma yontemleri daha ¢ok ileri aritim metotlar1 olarak karsimiza

cikmaktadir.

1.4.1.1.  lyon degistirme prosesi

Iyon degistirme metodu, sudan nitrat gideriminde yaygin kullanilan bir metottur (Darbi,
2003). Metodunun prensibi, su veya atik su biinyesindeki istenmeyen anyon veya
katyonlarm uygun bir anyon veya katyon tipi iyon degistirici kolonda tutulmasidir. fyon
degisimi saglayan maddeler; aliiminyum silikat, zeolit, sentetik recineler ve siilfolanmig
karbonlu maddelerdir. Nitrat iceren su recineden gectiginde, nitrat iyonlari, zamanla
recineye bagl klorlir ve karbonat iyonlar1 ile yer degistirir. Recinenin rejenerasyonu
sodyum Kloriur veya sodyum karbonat gibi tuz cozeltileri ile yapilir (Darbi, 2003). Saf su
tretimi  i¢in  kullanilan anyon degistirme regineleri nitrat giderimi iginde

kullanilabilmektedir ancak bunun baz1 dezavantajlari bulunmaktadir:

a) Sodyum kloriir ile yapilan rejenerasyon sonucu, suda artan kloriir iyonlari,
bikarbonat iyonlari ile birlestiginde dagitim sisteminde korozyona yol agabilir.
b) Disiik nitrat giderim kapasitesi yiiksek hacimde atik rejenerant ve fazla tuz

gereksinimine sebep olabilir(Boke, 2008).

Bu dezavantajlarin yani sira, iyon degistirme prosesi yag, gres, demir mangan aliiminyum
ve klorlu organiklere karst duyarlidir. Su igerisinde bulanabilecek ¢amur veya kum
recinenin degisim mekanizmasini inhibe eder. Tim bu faktorler diisiik kalite nitrat

giderimine, reginenin dmriiniin azalmasina ve diisiik akis oranina sebep olabilir.

Iyon degistirme prosesi, nitrat giderimi icin kullanilmakla birlikte yiiksek siilfat igeren
sularda, recinenin siilfatin etkisiyle hizli bir sekilde tiikenmesi prosesin etkinligini
azaltmaktadir. Prosesin bu tiir dezavantajlari, bazi modifikasyonlar ile elimine
edilebilmektedir. Re¢inenin rejenerasyonunda kullanilan tuzlu su igeriginde yer alacak olan
Ca ve Ba, siilfatin CaSOgy) Ve BaSOy() olarak ¢okmesini saglayabilmektedir. Boylelikle

regine omrii uzatilabilmektedir ( Kim ve ark., 2004).



Iyon degistirme, daha etkin bir aritim igin membran biyoreaktdrler veya adsorpsiyon
prosesi ile birlikte kombine kullanilabilir. Bu tiir iyon degistiren membranlar biyolojik

denitrifikasyon prosesinde de kullanilabilmektedir (Fonseca ve ark., 2000).

Genel olarak iyon degistirme prosesinin avantaj ve dezavantajlar asagida verildigi sekilde

Ozetlenebilir.
Avantajlari

a) Giderilmek istenen kirleticiye gore ¢aligabilir.

b) Kisa temas siiresi yeterlidir.

¢) iz miktardaki kirletici konsantrasyonlarina kars1 duyarsizdr.
d) Cikista kirletici madde kalma olasilig1 ¢ok diistiktiir.

e) Kirleticilere 6zel ¢ok gesitli regineler bulunabilmektedir.

f) Rejenerantlar kirletici giderimine gerek kalmaksizin tekrar kullanilabilirler.

Dezavantajlari

a) Tek yatak kullanildiginda, iyonlarla ilgili ¢ikis kalitesi degiskendir.

b) Yiiksek konsantrasyonlardaki siilfat ve ¢6ziinmiis organik katilar i¢eren sular igin
uygulanabilir degildir.

c) Yiksek hacimlerde sularmm aritiminda, kullanilan rejenerantin bertarafi zor

olmaktadir.

1.4.1.2. Ters 0smoz prosesi

Bir diger nitrat giderim yontemi olan Ters Osmoz (TO) ise igme ve yer alt1 sularindan
nitrat1 etkin bir sekilde ayirabilen fiziko-kimyasal proseslerden biridir. Ancak TO
yontemiyle sadece nitrat degil tiim ¢Ozlinmiis katilar ayrilmaktadir. TO, suda bulunan
iyonlart yar1 gecirgen bir membrandan gecirerek ayiran bir yontemdir (Darbi, 2003). Bu
proses, suda yiliksek osmotik basinca karsi, TO hiicresinde basincin saglanmasiyla
gerceklestirilir. Proseste genellikle seliilloz asetat membranlar kullanilmasina karsin,
poliamid ve kompozit membranlardan yapilmis membranlarda kullanilmaktadir. TO’da
kullanilan membranlarin en yaygin problemleri ise, sik kirlenme, sikistirma ve zamanla

bozulmadir. Bu problemler ¢ogunlukla ¢oziinebilir maddeler, organik madde birikimi,



koloidal partikille, diger kirleticiler ile pH degisimleri ve klora maruz kalmaktan
kaynaklanmaktadir (Boke, 2008).

Son arastirmalara gore diinyada giinliik iiretilen aritilmis suyun 25 milyon m*i tuzlu
sularin aritilmasindan elde edilmektedir (Gonzalez ve ark., 2012). TO yontemi, ozellikle
kirsal bolgelerde yiiksek tuzluluk ve nitrat igeren yer alti sularinin aritiminda basariyla
kullanilmaktadir. Bu proses tuz igerigi yiiksek sularda denitrifikasyonu gerceklestirmek
icin diger fiziko-kimyasal proseslere gore daha etkin ve uygulanabilirdir (Schoeman ve
Steyn, 2003).TO, deniz suyunun yani sira act sularin aritiminda da etkili bir yontemdir.
Her iki su kaynagi arasindaki farkliliklar, su kaynaklarinin tuz konsantrasyonu, katt madde
icerigi, ters osmoz prosesinin gelisimi, uygulanmasi, tesis se¢imini etkilemistir (Greenlee

ve ark., 2009).

Kiiciik ve orta Olgekli aritma tesislerinde, denitrifikasyon amaglaniyorsa, ozellikle bu
yontemlerin uygulanabilirliginin, biyolojik aritma yontemlerine gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Nitrat giderim yontemlerinin verimliliginin karsilastirilmast Cizelge 1.3’de

verilmistir (Schoeman ve Steyn, 2003).

Cizelge 1.2. Nitrat giderim metotlar

Nitrat Giderim Metotlar1

Metot Giderim verimliligi, %
Biyolojik denitrifikasyon 70-95
Alg ekimi 50-90
Iyon degistirme 80-99
Elektrodiyaliz 30-50
Kimyasal indirgenme 33-90
Ters osmoz 50-96
Damitma 90-98
Arazi uygulamalari 5-15



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0011916403002352
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0011916403002352

Fiziko-kimyasal proseslerin ¢ogu bir kirleticiyi baska bir kirletici 6zelligi olan kimyasal
maddelerle gidermek demektir ki, bu metotlarin hem isletme bakim maliyetleri yuksek,
hem de diisiik se¢icilik 6zellikleri ve tuzlu atiksu tiretimi ile uygulanabilirligi diisiiktiir. Bu
metotlara alternatif bir metot olarak, nitrat gideriminde biyolojik denitrifikasyon metodu
oldukca yaygin kullanilmaktadir. Fiziko- kimyasal yontemlere gére hem ekonomik hem de
uygulama yoniinden pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Biiyiik hacimlerde su ve atiksularin

aritilmasinda da en c¢ok tercih edilen proses biyolojik aritim prosesidir.

1.4.2. Biyolojik denitrifikasyon

Anoksik kosullarda biyolojik olarak NO3-N’nin NO,-N’e sonugta da molekiler azota (Ny)
donitigmesi olay1 biyolojik denitrifikasyon olarak adlandirilmaktadir. Coziinmiis oksijenin
"sifira yakin" oldugu ortamlarda; nitrat, fosfat ve siilfat gibi inorganik anyonlar elektron
alicist olarak is gormektedirler. Elektron verici olarak organik maddelerin, elektron alici
olarak da NO3, PO, gibi maddelerin oldugu bir ortamda mikroorganizmalar enerjilerini bu
tir elektron alicilari1 kullanarak kazanmaktadirlar. Denitrifikasyon iki basamakta
gergeklesir. Birinci basamakta NO3-N, NO,-N’e déniisiir. Ikinci basamakta ise NO,-N, N,
indirgenir. (Reaksiyon 3ve 4).

NO; + 1/3 CH;0H — NO, + 1/3CO, + 2/3 H,0 (3)

NO, + 1/2 CH30H - N, + 1/2CO, + 1/2 H,0 + OH 4)

Degisik fakiiltatif heterotrofik mikroorganizmalar, 3 ve 4nolu denklemlerde belirtilen
reaksiyonlar1 gerceklestirebilmekte; nitrifikasyonda oldugu gibi 6zel spesifik bakteri
tiirlerine gereksinim duyulmamaktadir. Denitrifikasyon sonucunda ortama OH™ iyonlar
verilmektedir. Buda ortam pH’in1 yiikseltmektedir. Denitrifikasyonda optimum pH araligi
6-7 dir. Bu nedenle asit baz dengesi ile pH kontrol edilmelidir.

Tam bir denitrifikasyonun ger¢eklesmesi i¢in;

a) Elektron alicisi olarak nitratin bulunmasi,
b) Coziinmiis oksijenin bulunmamasi,
c) Fakiiltatif biyokiitlenin bulunmasi,

d) Elektron vericisi olarak organik maddenin bulunmasi,
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e) Hedeflenen nitrat azotunu giderebilmek igin stokiyometrik olarak hesaplanan

miktarda organik maddeye gereksinim duyulmaktadir.
Denitrifikasyonda kullanilan elektron vericisi;

a) Denitrifikasyon kademesine disaridan ilave edilen organik madde,
b) Atiksudaki mevcut organik madde,
€) Biyokiitlenin igsel solunumu ile agiga ¢ikan organik madde gibi ti¢ farkli kaynaktan

saglanabilmektedir (Cakic1, 2007).

Biyolojik denitrifikasyon iki sekilde gerceklesmektedir.

a) Karbon ve enerji kaynagi olarak organik maddelerin kullanildig1 heterotrofik
denitrifikasyon,
b) Hiicre sentezi igin karbon kaynagi olarak inorganik karbonun, enerji kaynagi olarak

da inorganik maddelerin kullanildig: ototrofik denitrifikasyon (Darbi, 2003).

1.4.2.1. Heterotrofik denitrifikasyon

Heterotrofik denitrifikasyon, anoksik kosullar altinda harici bir organik karbon kaynagi
kullanarak, heterotrofik denitrifikasyon bakterileri tarafindan gergeklestirilir. Heterotrofik
bakteriler, organik maddeyi elektron verici, nitrat1 ise elektron alict olarak kullanir ve
nitrat1 sudan gidererek azot gazina doniistiiriir (Darbi, 2003; Boke, 2008). Bu nedenle
heteretrofik denitrifikasyon organik maddenin varliginda ¢ok etkin bir nitrat giderme
yontemidir (Moon ve ark., 2006). Metanol, etanol, asetik asit, siklikla kullanilan elektron
verici ve karbon kaynaklaridir (Liu ve ark., 2009; Wan ve ark., 2009). Metanol
kullanildiginda stokiyometrik olarak denitrifikasyon 7. denklemde verildigi sekilde
gerceklesir. Onemli karbon kaynaklari ile heterotrofik denitrifikasyonun stokiyometrik

iliskisi Cizelgel.3’de gosterilmektedir.
6NO3 + 2CH3;0H — 6 NO; + 2C0O, + 4 H,0 (5)
6NO; + 3CH30H — 3N, + 3C0, + 3H,0 + OH™ (6)
Tum reaksiyon;

6NO3 + 5CH;0H — 3N, + 5C0, + 7H,0 + OH~ (7)
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Nitratin azot gazina tam indirgenmesi i¢in, KOI1/NO3-N orani 3/6 olmalidir (Boke, 2008).
Burada NO;, N2O gibi ara firiinlerin birikiminde karbon sinirlayict maddedir. Bu nedenle
denitrifikasyon oran1  karbon kaynagmin tipine bagli olmaktadir.Heterotrofik
denitrifikasyonun igme suyundan nitrat gidermede kullanilabilmesi i¢in disaridan karbon
eklenmesi gerekmektedir. Bu amagla c¢ok farkli karbon kaynaklari ile sistemi daha
ekonomik hale getirebilmek i¢in c¢alismalar yapilmistir. Genellikle, sivi karbon
kaynaklarmin ham suya eklenmesi veya kati materyallerin mikroorganizma icin hem
tutunma ylizeyi hemde karbon kaynagi olarak kullanildigi ¢alismalar mevcuttur. Literatir
incelendiginde yapilan ¢aligmalarin ¢ogunlugunun karigik kiiltiir (mix culture) dedigimiz
milyonlarca ¢esit mikroorganizma ihtiva eden ¢amurlar kullanilarak yapildigi gorilmiistiir.
Biyolojik denitrifikasyonun verimini artirmak i¢in uygun karbon kaynagi se¢ciminin énemli
olduguna dikkat ¢ceken arastirmacilar, ayn1 zamanda C/N oraninin da verim iizerinde etkili

oldugunu belirtmislerdir (Okmen ve Algur, 2000).

Cizelge 1.3. Onemli karbon kaynaklari ile heterotrofik denitrifikasyonun sitokiyometrik

iligkisi

Karbon

Stokiyometrik Esitlik
Kaynag1
Metanol 6NO3z+ 6CH;OH+ 1.304 H*—>2.870 Ny+ 0.261 CsH;0,N+ 4.696 HCO5 + 9.391 H,0
Etanol 0.6 C;Hs0H + NO3—0.102 CsH;0,N+ 0.714CO,+ 0.286 OH™ +0.98 H,O + 0.449 N,
Asetik asit 0.819 CH3COOH + NO3—0.068 CsH;0,N + HCO3+ 0.301 CO,+ 0.902 H,0 + 0.466 N,
Glikoz CeH1206 + 2.8 NO3+0.5 NH, + 2.3 H'=0.5 CsH;O,N + 1.4 Np+ 3.5 CO,+ 6.4 H,0

Denitrifikasyon bakterisi olan Paracoccus denitrificans ve Pseudomonas stutzeri tirleri
kullanilarak farkli karbon kaynaklarmin denitrifikasyon iizerine etkisini arastiran Okmen
ve Algur (2000), arastirmada karbon kaynagi olarak metanol, etanol ve asetik asit
kullanmiglar ve C/N oranlarmi 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 olarak uygulamiglardir. Paracoccus
denitrificans tiirii i¢in etanol ile C/N = 1 uygulamasindan % 40, Pseudomonas stutzeri igin

de asetik asit ile C/N = 1 uygulamasindan % 59 verim elde etmisler ve nitrat gideriminde
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daha ¢ok Pseudomonas, Paracoccus, Bacillus ve Thiobacillus tiirlerinin etkili oldugunu
belirtmislerdir (Okmen ve Algur, 2000).

Heterotrofik denitrifikasyon, sudan nitrat gideriminde etkili bir yontem olmasina karsin
organik madde ilavesi gerektirmesi, bunun sonucunda maliyetin artmasi ve ¢ikista kalinti
organik maddenin olusu sistemin baslica dezavantajlarindandir. Nitrat ve organik
maddenin tamamen giderilebilmesi i¢in eklenmesi gereken organik madde miktarin
belirlemek ¢ok zordur. Gerekli organik madde miktari nitrat konsantrasyonuna ve bakteri
doniisiim katsayisina (yield coefficient) bagli olup, ortam sartlariyla ve reaktor isletim
parametreleriyle degismektedir. Organik madde stokiyometrik olarak gerekli degerden
daha az eklenirse, ¢ikis suyunda NO,-N birikimi gozlenebilir. Bu da bir kirleticiyi daha
zararli bir forma dontistirmek demektir. Organik maddenin fazla eklenmesi durumunda
ise, ¢ikis suyunda organik madde gozlenmekte olup dezenfeksiyonda klorlu organik madde
olusumuna neden olacagindan giderilmesi gereklidir (Liu ve ark., 2009). Cikista organik
madde kalmamasi i¢in organik maddenin sinirli verilmesi durumunda, yukarida agiklandigi
tizere, hem denitrifikasyon kinetigi diisebilir, hem de NO,-N konsantrasyonu artabilir.
Avrupa Birligi’ne gére NO,-N konsantrasyonu i¢in maksimum sinir deger 0,1 mg/L NO,-
N olup, bu deger maksimum nitrat konsantrasyonundan 100 kat daha diisliktiir. ABD’de
ise, NO2-N i¢in maksimum sinir deger daha yiiksek olup 1 mg/L NO,-N’dir. Dolayisiyla,
cikista organik madde konsantrasyonunu diisiik tutmak i¢in organik maddenin sinirlt olarak
verildigi heterotrofik denitrifikasyon proseslerinde genellikle ¢ikis NO,-N konsantrasyonu
sinir degerin iizerinde kalmaktadir. Heterotrofik denitrifikasyonun bahsedilen bu
dezavantajlari, prosesin in-Situ ve ex-situ aritimda uygulanabilirligini kisitlamaktadir. Bu
nedenle sudan nitrat gideriminde daha ucuz ve daha avantajli olan ototrofik denitrifikasyon

prosesi tercih edilebilir (Liu ve ark., 2009; Rittmann ve McCarty, 2001).
1.4.2.2. Otorotrofik denitrifikasyon

Thiobacillus denitrificans ve Thiomicrospira denitrificans gibi ototrofik bakterileri nitrat
azot gazina indirgeyebilme yetenegine sahiptirler. Ototrofik  denitrifikasyon
mikroorganizmalar1 enerji kaynagi ve elektron verici olarak hidrojen, kiikiirt gibi
elementleri, karbon kaynagi olarak da inorganik bilesikleri (CO,, HCO3 gibi) kullanirlar.
Bu sebeple elektron verici kaynagina gore ototrofik denitrifikasyon prosesini hidrojene
dayali ve kiikiirt bazli ototrofik denitrifikasyon prosesi olarak iki bolime ayirmak

mimkunddr. Cizelge2.3.’de 6nceki ¢aligmalardan derlenmis hidrojen ve kiikiirt kullanilan

13



ototrofik denitrifikasyon ¢alismalart ile farkli karbon kaynaklari kullanilmis heteretrofik
denitrifikasyon ¢aligmalarina yer verilmistir (Darbi., 2003).

1.4.2.2.1. Hidrojen gazimin elektron kayna@ olarak kullanildi@i ototrofik

denitrifikasyon

Hidrojenin elektron verici olarak kullanildigi denitrifikasyon g¢alismalar1 genellikle sabit-
yatakli (fixed-bed) veya akigkan yatakli reaktorlerde calisilmistir. Yapilan calismalarda,
genellikle hidrojen gaz1 sisteme direk olarak basing ile kabarcikli sekilde verilmektedir.
Fakat bu sistemlerde, ihtiyagtan daha fazla elektron verici verilmekte oldugundan, yanici
bir atmosfer olusturabilmektedir. Bu nedenle; son zamanlarda, kabarcik olusturmadan suya
hidrojen gazini verebilen membran biyofilm reaktorler kullanilmaya baglanmistir. Bu
sistemlerde, gaz bir membran ile sisteme verilir. Membran bir difiizr gibi davranarak
kabarcik olusturmadan hidrojeni sisteme verir. Bakteriler membran ylizeyinde geliserek
sisteme gelen gazi kullanir ve yanici bir atmosfer olusumu engellenir. Ayrica, elektron
verici ihtiya¢ miktarina gore verildiginden bu sistemler daha ekonomik olabilmektedir

(Rittmann ve McCarty, 2001).

Membran biyofilm reaktdr calismalarinda, yuksek denitrifikasyon performanslari
gbzlenmis olup, ABD standardi olan 10 mg/L NOsN ve 1 mg/L NO,'N limitleri
saglanabilmistir. Reaktorde 42 dakika gibi diisiik hidrolik bekletme siirelerinde dahi
yiiksek denitrifikasyon verimleri gézlenmistir. Dolayisiyla, membran biyofilm reaktorn,
icme suyunda denitrifikasyon amaciyla kullaniminin uygun oldugu belirtilmistir (Lee ve

Rittmann, 2002).

Yapilan arastirmalar oksitlenmis kirleticilerin  kirlilige sebep olduklarin1 ortaya
koymaktadir. Arsenat (H2AsO;), kromat (CrOs?2), selenat (SeO,?), bromat (BrOs),
perklorat (ClO,") gibi kirleticilerin su aritma tesislerinden giderilebilmeleri icin fiziko-
kimyasal ve ileri aritim prosesleride dahil olmak iizere birgok aritma yontemleri
uygulanmistir. Yapilan arastirmalarda bu bilesiklerin giderimi icin ozonlama ve Klorlu
oksidasyon proseslerinin  yetersiz kaldigi bildirilmistir(Nerenberg ve Rittmann
(2004).Hidrojen gaz1 elektron verici olduktan sonra biyofilm kominitesi organik elektron
alicilara ihtiya¢c duymustur. Atiksu aritma i¢in hidrojen gazi harika sonug¢ vermistir. Ciinkii
ortamdaki organik elektron alicilar minimize olmustur. Bu avantajdan dolayr membran
biyofilm reaktor sudaki ¢esitli kirleticilerin (fosfat, nitrat, selenat, perklorat, klorlu organik
bilesikler i¢in) indirgenmesi i¢in kullanilmistir.
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Hidrojen kullanarak ototrofik denitrifikasyon, oldukca hizli, temiz ve etkili bir yoldur.
Ozellikle, organik madde eklenmedigi ve ikincil bir kirletici olusturmadigi igin igme
suyundan nitrat giderimi icin ideal bir secenektir. Fakat hidrojen gazinin sudaki diisiik
¢Oziinilirliigl prosesin 6nemli bir dezavantajidir. Hidrojenin sudaki ¢oziiniirliigii ¢ok diistik
oldugundan, sisteme ihtiyacindan daha fazla hidrojen verilmektedir. Bu durum, yanic1 bir
atmosfer ve tehlikeli durumlar olusturabilmektedir. Bu olumsuzlugu ortadan kaldirmak
amaciyla, hidrojenin membran igerisinden  difiizyonla  verildi§i  membran
biyofilmreaktorler gelistirilmis olsa da, bu sistemler pahali, isletimi zor ve heniiz deneme
asamasindadir. Bu nedenle, alternatif proseslerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Biyolojik nitrat giderme prosesleri ve elde edilen verimler ile ilgili yapilan ¢aligmalar

Cizelge 1.4’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.4. Biyolojik nitrat giderme prosesleri ve verimleri

Proses tipi Eﬁiﬂ?e Yatak tipi &?ﬁ%‘;;z%‘l (S:O?khk Referans

Ototrofik

H, Kum Akigkan 0,5 18 Tuisel ve ark. (1989)

H, Plastik Paket yatak 0,8 10 Gros ve ark. (1986)

H, Kum Akiskan 0,13 10 Kurt ve ark. (1987)

H, Poliirretan Akigkan 1,3 20 Dries ve ark. (1998)

S CaCOs Granl 0,3 15 Kruitrof ve ark. (1988)

Heterotrofik

Metanol Camur 7,2 - Hoek ve ark. (1992)

Metanol Kum Yukari akigh 2,7 21 Kopman ve ark.
(1990)

Asetik asit Kil Granul 0,4 10 Richard (1992)

Seker Silikat Granul 1,15 12 Nurizzo ve Vismara
(1988)

Etanol Polistiren Grandl 15 10 Roennefahrt ve ark.
(1986)

Etanol Sist Granul 1,2 12 Philipot ve ark. (1982)

1.4.2.2.2. Kiikiirt bazh ototrofik denitrifikasyon

Ucuz olmast ve Kkolay bulunabilmesi nedeniyle kikdrt, nitrat igeren sularin
denitrifikasyonu i¢in oldukg¢a iyi bir alternatiftir. Ayrica, elementel kiikiirtiin toksik
olmamasi, suda ¢oziinmemesi, normal sartlarda stabil olmasi ve bazi endiistrilerde yan
iriin olarak olusabilmesi, kolay tasmabilmesi, yanici ve patlayici olmamasi nedeniyle
hidrojenin elektron kaynagi olarak kullanildig1 otorofik denitrifikasyon prosesine kiyasla
daha avantajlidir. Hidrojen kullanarak ototrofik denitrifikasyon sadece ex-situ (disarida)
ariim  proseslerinde kullanilabilirken, elementel Kkukurdin elektron verici olarak

kullanildig1 ototrofik denitirifikasyon prosesi reaktif biyobariyerlerde in-situ (yerinde
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aritim) ve sabit yatakli veya akigkan yatakli reaktorlerde ex-situ olarak kullanilabilir.
Dolayisiyla, elementel kiikiirtin elektron verici olarak  kullanildig1  ototrofik

denitirifikasyon prosesi, yer alt1 sularindan nitrat giderimi i¢in daha iyi bir alternatiftir.

Denitrifikasyon yapan mikroorganizmalar i¢inde, sadece birka¢ cesit ototrofik bakteri
kikart oksitleyerek denitrifikasyon yapabilmektedir. Bu mikroorganizmalardan en c¢ok
bilineni Thiobacillus denitrificans olup, kiikirt-bazli denitrifikasyon asagidaki reaksiyonla

Ozetlenebilir:
55 + 6NO3 +2H;0— 550, +3N,+4H"(8)

Yukaridaki denklem bakteri biiylimesini ihmal etmekte olup, bakteri buyimesinin de g6z

oniine alindig1 reaksiyon asagidaki sekilde 6zetlenebilir (Soares, 2002; Sahinkaya ve ark.,
2011).

555%+50N 05 +38H,0+20C0O,+4NH;" — 4CsH;0,N+5550,%+25N+64H* 9)

Bir¢ok avantajlarinin olmasi sebebiyle heterotrofik denitrifikasyona alternatif olan kikirt
bazli ototrofik denitrifikasyonun, siilfat liretmesi ve alkalinite ihtiyac1 gibi dezavantajlar
bulunmaktadir. Proseste, elementel kiikiirt siilfata oksitlenmekte ve giderilen her mg NOg3'-
N sonucunda 7.54 mg sulfat Uretilmektedir (Reaksiyon 9).Icme suyu icin silfat
konsantrasyonun genellikle 400 mg/L’den diisiik olmas1 istenmektedir (Soares, 2002).
Kukuirt-bazli denitrifikasyon prosesinin diger 6nemli bir dezavantaji ise, reaksiyon 8 ve
9’dan goriildiigi tlizere asit Uretimidir. Alkalinite tiikketimini azaltmak igin kukirt ve
kirectasinin kullanildig1 ototrofik denitrifikasyon (SLAD) sistemleri gelistirilmistir. Bu
sistemlerde kullanilan kirectas: isletim maliyetini diisiiren, etkili bir alkalinite kaynagidir
(Oh ve ark., 2001). Kire¢ tasi eklendiginde reaksiyon, 10°da verildigi sekilde

gerceklesmekte ve alkalinite iiretilmektedir.

555+44CaCO3+50N O3 +18H,0+4NH, —4CsH/NO2+25N,+5550,% +44Ca** +24HCO5
(10)

Ototrofik denitrifikasyon reaktdrlerinde pH kontrolii i¢in alkalinite kaynagi kiregtasi
kantitatif olarak degerlendirilebilir. Optimum kiikiirt/kiregtasi orani, kiikiirt/kirectasi
reaktorlerin isletimi ve dizayni i¢in kriterlerin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla
yapilan calismalarda, optimum pH’in 6,8 oldugunu ve pH 6,8’in altina diistiiglinde pH

inhibisyonundan dolay1 spesifik denitrifikasyon oranimninda giderek azaldigi ortaya
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koyulmugtur. Optimum pH olan 6,8’1 veren kiikiirt/ kire¢ tasi oraninin ise kiitlece 1/2,

hacimce ise 1/1,6 oldugunu belirtilmistir (Koenigve Liu, 2002).

Literatirde kikurt-bazli denitrifikasyon calismalar1 genellikle kolon tipi reaktorlerde
gergeklestirilmis olup, kolonun tikanmasi, kolonda gazin hapsolmasi, kiitle transfer hizinin
diisiik olmas1 gibi isletme problemleri sik sik rapor edilmistir. Biitiin bu dezavantajlar
ortadan kaldirabilecek ve yliksek kiitle transfer hiziyla verimi arttirabilecek akigkan yatakl
reaktorler ile ototrofik denitrifikasyon tizerine yapilmis sadece bir adet ¢aligma mevcuttur
(Kim ve ark., 2004). Yapilan bu calismada, evsel atiksu ve ¢Op sizinti suyundan nitrat
giderimi ¢alisilmis olup, akiskan yatakl reaktorlerin, kolon tipi reaktorlere gére daha etkili
ve daha daha yiiksek giderim hizlarinin oldugu belirtilmistir. Akiskan yatakli reaktorlerle
yapilan bu ¢alismada atiksu aritimi ¢alisilmis olup, igme sularindan nitrat giderimi
amactyla akiskan yatakli reaktorler ile kiikiirt bazli ototrofik ve miksotrofik denitrifikasyon

Uzerine yeterince ¢alisma yapilmadigi tespit edilmistir.

1.42.2.3. Kiikiirt bazh ototrofik denitrifikasyon ve heterotrofik denitrifikasyon

proseslerinin birlestirilmesi (miksotrofik denitrifikasyon)

Ototrofik denitrifikasyon sonucu asit Uretilirken, heterotrofik denitrifikasyon sonucunda
alkalinite iiretilmektedir. Ayrica, heterotrofik denitrifikasyon prosesi oldukca hizli ve
ototrofik denitrifikasyon prosesindeki gibi siilfat {retimi s6z konusu degildir. Fakat
heterotrofik denitrifikasyonun en 6nemli dezavantaji, organik madde ilavesi gerektirmesi
ve hem nitratin hem de eklenen organik maddenin tam olarak giderilmesi icin C/N
degerinin tam olarak ayarlanamamasidir. Bu nedenle, hem ototrofik hem de heterotrofik
denitrifikasyon proseslerinin avantajlarin1 birlestirmek oldukca etkileyici gorlinmektedir.
Heterotrofik denitrifikasyon ile dretilen alkalinite ototrofik denitrifikasyon igin
kullanilabilir. Ayrica, nitratin heterotrofik yolla giderilecegi miktar C/N oraniyla
ayarlanmak suretiyle cikis siilfat konsantrasyonu da sinir degerlerin altinda tutulabilir.
Ototrofik ve heterotrofik denitrifikasyon proseslerinin birlestirildigi proses lizerine yapilan
calismalar oldukg¢a sinirlidir. Bu baglamda Oh ve ark. (2001), kiikiirt kullanilan ototrofik
denitrifikasyonda organik madde (metanol ve sizint1 suyu) etkisini arastirmak amaciyla
ototrofik, heterotrofik ve miksotrofik kosullarda, yaklasik 1 yil ¢alisma yapmislardir.
Proseste hidrolik bekleme siiresinin diisiiriilmesi ile birlikte siilfat olusumunun azaldig:
gozlenmistir. Metanol dozunun teorik seviyenin altinda oldugu kosullarda dahi

denitrifikasyon %80-90 oraninda gergeklesmis ve ¢ikista ¢oziinmiis organik karbona
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(DOC) rastlanmamigtir. Organik madde ilavesi ile ototrofik+heterotrofik (miksotrofik)
denitrifikasyon ayni anda gézlenmis olup heterotrofik denitrifikasyonda iiretilen alkalinite
ototrofik denitrifikasyon sirasinda Uretilen asiditeyi nétralize etmistir. Ayrica organik
madde ilavesi ile miksotrofik sartlarda ototrofik sartlara kiyasla siilfat iiretimi azalmis fakat
¢ikis suyunda ilave aritim gerektirebilen ¢oziinmiis organik madde konsantrasyonu

artmistir.

Hem heterotrofik hem de ototrofik denitrifikasyonun avantajlarindan yararlanmak
amaciyla, iki kademeli denitrifikasyon prosesinden yararlanilabilir. Bu sistemde ilk proses
heterotrofik olup, nitratin bir kism1 bu asamada giderilerek asagidaki reaksiyon uyarinca

asit tuketilerek alkalinite tretilmektedir:
NO3 +1.08CH3;OH+H" —0.065CsH;0,N+0.467N,+0.76CO,+2.44H,0 (12)

Reaksiyon 11’e gore, stokiyometrik C/N (mg CH3OH: NO3™-N) oran1 2,47 dir. Fakat suda
oksijen mevcudiyetinden dolayr gerekli oran 2,47°den daha biiyiik olmaktadir. Yapilan
calismada (Liu ve ark., 2009), organik madde stokiyometrik oranda veya daha fazla ilave
edildiginde, ¢ikista organik maddenin kaldigi bulunmustur. Stokiyometrik orandan daha az
(CIN=2) organik madde ilave edildiginde ise, ¢ikista metanol kalmamakta fakat
denitrifikasyon verimi diismektedir. C/N oranimnin diismesiyle, ¢ikista nitritin belirdigi
gozlenmistir. Cikista organik maddenin kalmamasi igin heterotrofik denitrifikasyon
basamagi C/N orani stokiyometrik oranin altinda isletilmistir. Bu durumda, ¢ikis suyunda
kalan diisiik konsantrasyonda nitrat ve nitrit, kilkirt oksitleyen ototrofik denitrifikasyon
kolonda giderilmistir. Her iki prosesin birlestirilmesiyle, hem organik madde hem de nitrat
tamamen giderilmis ve ototrofik denitrifikasyon icin alkalinite ilavesi gerekmemistir.
Ayrica, nitratin Onemli bir kismi heterotrofik proseste giderildigi ig¢in, ototrofik
denitrifikasyon sonucu olusan siilfat azalmis ve siilfat konsantrasyonu standart degerlerin

altinda kalmistir (Liu ve ark.,2009).

Miksotrofik denitrifikasyon C/N orani tam olarak belirlendigi kosullarda ¢ikista sertlik ve
siilfat olusumunu sinirlayan uygulamaya yonelik avantajli bir prosesdir. Ancak bu konuda
yapilmis ¢ok az calisma bulunmakta olup bu konuya yonelik calismalarin artmasi ve
miksotrofik kosullarin belirlenmesi i¢in gerekli optimum C/N oraninin ortaya konmasi

gerekmektedir.
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1.4.3. Biyolojik denitrifikasyonun avantaj ve dezavantajlari

Biyolojik denitrifikasyon prosesinin sulardan nitrat gideriminde uygulanmasinin

avantajlar1 asagida verilmistir:

a) Diger aritma yontemleriyle kiyaslandiginda bakim ve isletimi daha ucuzdur.

b) Fiziko-kimyasal prosesler sonunda olusan atik tuz ¢ozeltilerinin tekrar aritimidan
biyolojik denitrifikasyon sonucunda olusan bakteriyolojik kirliligin aritimi daha
kolay ve ucuzdur.

¢) Ozellikle bakterinin bagl biiyiiyebilecegi dolgu malzemesi kullanildiginda proses
stabilitesi ¢ok 1yi olmaktadir.

d) Giris suyu nitrat konsantrasyonu ne olursa olsun proses nitrati minimal diizeye
indirgemede oldukca etkilidir.

e) Biyolojik aritim genellikle ¢ogu fiziko-Kimyasal prosesden toksik ve tehlikeli

kirleticilerin aritiminda daha uygundur(Darbi, 2003).
Prosesin dezavantajlari ise asagida verildigi gibidir:

a) Ozellikle yer alti sularinda bulunan ¢dziinmiis oksijen miktari, toplam organik
karbon, niitrient konsantrasyonu, pH, sicaklik ve inhibitorlerin varligi sistem
performansini1 6nemli 6l¢iide etkilemektedir.

b) Biyolojik denitrifikasyon uygulamalar1 i¢in 6zellikle yer alti sularinda karbon
kaynag yetersizdir. Karbon kaynaginin fazla eklenmesi, ¢ikista kalinti organiklere
yol agarken, az eklenmesi nitrit olusumuna sebebiyet vermektedir.

€) Arntilmis suda kalint1 organikler, mikrobiyal aktivite iiriinleri gibi zararl bilesenler
kalabilir. Fakat bu dezavantajlar ototrofik denitrifikasyon prosesi ile elimine
edilebilmektedir(Darbi, 2003).

1.4.4. Biyolojik denitrifikasyonun mikrobiyolojisi ve stokiyometrisi

Biyolojik nitrat indirgenmesi, mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu
gerceklesen oksidasyon-rediiksiyon prosesleri sonucunda olusmaktadir (Pan, 2007).
Denitrifikasyonun gerceklesmesinde dort temel element rol almaktadir. Bunlar, elektron
verici, elektron alici, aktif mikroorganizma ve anoksik kosullardir. Mikroorganizmalar,
elektron vericileri (inorganik veya organik maddeler) oksitleyerek enerji elde ederler.

Nitrat ortamda elektron alici olarak is goriir, elektronlar1 alarak indirgenir ve azot gazina
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doniisiir. Heterotrofik  denitrifikasyonda nitratt indirgeyen bakteriler cogunlukla
Alcaligence, Achromobacter, Bacillus, Methanomonas,ve Pseudomonas tirleridir(Pan,
2007). Inorganik maddeleri oksitleyerek nitrat1 indirgeyen bakteriler ise ototrofik
denitrifikasyonda ¢ogunlukla Thiobacillus denitrificans (T. denitrificans), Thiomicrospira
denitrificans ve T. thioparus.turleridir (Moon ve ark., 2006; Oh ve ark., 2001; Pan, 2007).
Biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda siilfurlii bilesikler de (S*, S;03% gibi) olusmaktadir.
Pan (2007), ototrofik bakterilerde bulunmasi gereken dort fiziksel Ozellige deginmistir.

Bunlar;

a) Sadece mineral ortamda bulydrler fakat kikdrt gibi inorganik bir substrat
varliginda oksitlenebilirler.

b) Oksitlenebilen bu inorganik maddelerin varligi, mikroorganizmalarin yasamsal
islevlerini gerceklestirebilmeleri i¢in gereklidir. Mikroorganizmalar i¢in tek
enerji kaynagi bu inorganik maddelerdir.

c) Bu nedenle karbon ve enerji kaynagi olarak bir organik maddeye ihtiyag
kalmamaktadir.

d) Karbondioksiti karbon kaynagi olarak kullanmaktadirlar.

Heterotrofik denitrifikasyonun sitokiyometrik reaksiyonlarina, Cizelge 1.3.’de deginilmisti.
Bu nedenle bu bolimde sadece ototrofik denitrifikasyon icin sitokiyometrik denklemlere
yer verilecektir. Karbon ve elektron verici kaynagina gore sitokiyometrik iligkiler gizelge

1.5°de verilmistir (Pan, 2007).

Biyolojik denitrifikasyon prosesi ve Ozellikle kiikiirt bazli ototrofik denitrifikasyon
prosesinin mikrobiyolojisi, ototrofik denitrifikasyon bakterilerinin belirlenmesi ve tur

tayini konularinda yeterince arastirma bulunmamaktadir.

Kiikiirt bazli ototrofik denitrifikasyon c¢aligmalarinda, kolon reaktorlerde ki
mikroorganizma popiilasyonu incelendiginde, elementel kiikiirdii elektron verici olarak
kullanan Thiobacillus denitrificans, ve H,S’i elektron verici olarak kullanan Chlorobium
limicolabenzeri turler bulunmustur. Yukar1 akisli kolon igerisinde kolon boyunca
mikroorganizma tiirlerinin degistigi ve kolonun pek c¢ok farkli tiirli icerdigi goriilmiistiir.
Cizelgel.6’da ¢alisma sonucunda bulunan tiirler ve 6zellikleri verilmistir (Moon ve ark.,

2010).
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Cizelge 1.5. Ototrofik denitrifikasyon igin sitokiyometrik esitlikler

o Karbon . o
Elektron Alict Elektron Verici Urln Alkalinite
Kaynag
1NO3 (amonyum azot 1.1 S°(elementel 0.4 CO, 0.5Ny 1.1 SO, ve 1.28
kaynag olarak kukart) HUretilir.
0.08 CsH,0,N
kullanildiginda) S
8 NO; 5 S,047 (tiyosiilfat) - 4 N,10 SO, 2 H'uretilir.
8 NOs 5 S% (siilfit) - 4 N,,5S0, 8 H'tuketilir.
2 NO, 5H, - 1 N,,4 H,0 2 OH" tiretilir.

Kikirt partikullerinin yiizeyinde biiyiiyen biyofilm tabakasinda 16S rDNA metodu ile
mikrobiyal cesitliligi belirleme ¢aligmalar1 yapildiginda, belirlenen tiirler arasinda %54 liik
kisminin ototrof, %35’lik bir boliimiin ise heteretrof bakteriler oldugu ortaya konmustur.
Thiobacillus denitrificans bakterilerinin ise tek basina tiim mikrobiyal ¢esitliligin %32’sini
olusturdugu bildirilmistir. Calisma sonunda belirlenen tiirlerin, Thiobacillus denitrificans,
Trichlorobacter thiogenes, Xanthomonas maltophilia, Rhodobacter sphaeroides,

Sinorhizobium sp. oldugu belirtilmistir (Koenig ve ark., 2005).
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Cizelge 1.6. 200 giin isletilen kolon reaktdrlerde yapilan molekiiler caligmalar sonucunda

belirlenen mikroorganizma tirleri (Koenig ve ark., 2005).

Gen Bank Tiir Ad1 Benzerlik % Elektron verici Elektron ahci

Thiobacillus denitrificans

T 97 Elementel Kukirt NO; veya NO,
NCIMB 9548
Cenibacterium )
) 94 Organik madde NO;
arsenoxidans ULPAs1
Pseudoxanthomonas ]
. ] 93 Organik madde NO,
taiwanensis CB-226T
Frateuria aurantia IFO )
95 Organik madde 0O,
13333
Chlorobium limicola DSM
98 H,S CO,
246
Comamonas badia IAM _
97 Organik madde 0,

14839"

1.5.  I¢me Sularinda Arsenik Kirliligi

Icme sularindaki en tehlikeli kirleticilerden biri olan arsenik, yari metal bir elementtir.
Yeralti sularinda arsenik zenginlesmesi genelde siilfiir minerallerinin bozulmasi ve
jeotermal alanlardan kaynaklanir (Varol ve ark., 2008). 20 farkli forma sahip arsenik her
yerde bulunabilen bir elementtir. Biyolojik aktivite, jeokimyasal reaksiyonlar, volkanik
emisyonlar ve diger antropojenik aktiviteler gibi dogal reaksiyonlar ile yer kabugunda
zararli formlara doniisebilir. Bunlarin yani sira fosil yakitlarin yanmasi, arsenik igeren
pestisit, herbisitlerin ve arsenikli hayvan yemlerinin kullanimi ile su ve toprakta
konsantrasyonu artabilir. Arsenigin g¢evreye baglica yayillma ve taginma yolu sulardir.
Arsenigin su yoluyla ekosistemde dagilmasi canlilarda birikime neden olmaktadir. Arsenik
(-3), (0), (+3) ve (+5) degerlikli olarak bulunur. Dogada ise arsenious asit (H3zAsSOs3,
H3AsOs, H3AsOs%), arsenik asit (HsAsOs, HisAsO4 , HaAsO,> ), arsenik, arsenat, metil
arsenik asit gibi formlarda bulunur. Yer kabugunun igerdigi ortalama arsenik miktar1 0,5-

2,5 mg/kg arasindadir (Mohan ve Pittman, 2007). Sularda ki arsenik miktarinin ¢esitliligi
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ise arazinin cografi yapisina, artezyen ve kuyu sularinin derinliklerine ve kirletici
kaynaklarinin durumuna baghdir. Ozellikle pH ve redoks potansiyeli arsenigin ortamda ki
formunu belirlemede 6nemli bir faktordiir. Diisiikk pH degerlerinde (pH 6,9’dan daha az)
oksitleyici ortamlarda arsenik H,AsO, formunda daha baskinken, yiiksek pH’larda daha
cok HAsO4>~ formundadir. Dogada bulunan arsenik formlarinm pH ile iliskisi Sekil 4.1.’de
verilmistir. Ortalama 100-300 m derinligindeki artezyen sularindaki arsenik
konsantrasyonu 0,35-1,14 mg/L arasinda iken, yiizeysel sularda 0,00-0,30 mg/L arasinda
degisir. Oksijensiz ortamda arsenik genel olarak (+3) formda bulunur. Su kaynaklari
icerisinde arsenik ¢ogunlukla inorganik formdadir. Dogal sularda en yaygin bulunan iki
formu (+3) ve (+5) degerlikli olan arsenit (AsOs>") ve arsenattir (AsO4 ). Inorganik
formda bulunan arsenik bilesikleri viicutta absorbe edilebildiginden organik arsenik
bilesiklerine gore ¢ok daha zararlidir. Uzun siireli arsenik igeren sularin tiiketilmesi, insan
viicudunda; deri, akciger, mesane ve bobrek kanseri, norolojik bozukluklar, kaslarda giic

kayb1 gibi saglik problemlerine yol agmaktadir.

Diinya saglik orgiitii (WHO) ve EPA, i¢cme ve kullanma sularinda 10 pg/L (ppb)’ ye kadar
arsenik bulunabilecegini, 50 ppb’den daha yiiksek miktarlarda arsenik igeren sularin ise
kesinlikle kullanilmamasi gerektigini bildirmistir (Yilmaz ve Ekici, 2004). Yer alti
sularinda arsenik kirliligi 6zellikle ABD, Cin, Sili, Banglades, Yenizelanda, Tayvan,
Meksika, Arjantin, Kanada, Japonya ve Hindistan’da biiylik problem olusturmaktadir.
BM’nin 2006 tarihli insani Gelisme Raporu’nda Tiirkiye sulardaki arsenik konsantrasyonu
yiiksek olan iilkeler arasinda gosterilmistir. Ozellikle son yillarda igme ve kullanma suyuna
artan ihtiyac ile birlikte yeralti sular1 ¢cok daha fazla kullanilmaya baglamistir. Yeralti
suyunun asirt kullanimi, suyun daha derinlerden temin edilmesine, dolayisiyla arsenik
konsantrasyonunun su da yilikselmesine ve su kalitesinin diismesine neden olmaktadir
(Mohand ve Pittman, 2007). Ulkemizde yer alt1 suyu kullanimi ¢ok fazla olmakla birlikte
bu sularin kontrolii yapilamamaktadir. Ozellikle son yillarda Bati Anadolu havzalarinda
yer alti sular1 ve yiizeysel sularda ciddi bir arsenik kirlenmesi gézlemlenmektedir. Bu
bolgelerde yeralt1 ve yeriistii sularinda arsenik, bor gibi bir¢cok elementin hizli oksitlenme,
yuksek ¢ozunirlik ve mobilitelerine bagli olarak normal standartlarin {istiinde degerlere
ulastiklart ~ goriilmiistiir.  Ornegin, Emet havzasindaki yiizey sularinda arsenik
konsantrasyonu 21-655 ug/L  arasinda degisirken, yeralti sularinda ise, arsenik

konsantrasyonu 35-1660 ug/L arasinda degismektedir (Helvact, 2005).
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Sekil 1.2. Dogada bulunan arsenik formlarinin pH ve redoks potansiyeli ile iligkisi

Yer alt1 sularinda yliksek konsantrasyonlarda bulunan arsenik biyolojik denitrifikasyon
prosesini olumsuz sekilde etkileyebilir. Fakat arsenigin kiikiirt bazli ototrofik
denitrifikasyon prosesi Uzerine etkisini inceleyen bir ¢alisma halen mevcut degildir.
Dolayisiyla, kiikiirt bazli ototrofik denitrifikasyon prosesinin yer alti sularindan nitrat
giderimi i¢in uygun olup olmadigina karar vermek i¢in arsenik gibi yer alti sularinda
bulunan ve bakterilere toksik etki yapabilen maddenin proses performansi iizerine

etkilerinin incelenmesi gerekmektedir.
1.6.  Arsenigin Saghga Etkileri

Arsenik konsantrasyonu su da yiikseldiginde tat, koku ve gorsel yollarla tespit
edilememektedir (Oztlirk, 2008). Arsenikli sularin devamli ve uzun siireli kullaniminda cilt
hastaliklar1 6zellikle de pigmentasyon degisiklikleri melanosis ve keratosis goriilmektedir.
Nadir de olsa cilt kanseri olusumu bildirilmistir. Yapilan arastirmalar arsenigin, solunum
yolu, karaciger, iiriner sistem gibi saglik sorunlarina ek olarak, kanser, seker hastaligi,

kalp-damar ve sinir sistemi hastaliklarina da yol agtigini gostermistir.

Arsenigin toksisite etkisinin ortaya ¢ikmasinda, arsenik bilesiklerinin 6zellikleri, arsenigin
hangi formda bulundugu, dozaj1 ve maruz kalma siiresi etkili olmaktadir. Inorganik arsenik
bilesikleri organik formlara gore daha toksiktir. Arsenik bilesiklerinin suda ¢oziiniirligi

arttikca toksisite etkiside artmaktadir. Su yoluyla alinan inorganik arsenik bilesikleri
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bagirsaklarda absorbe olabilirken, organik arsenik bilesiklerinin biiyiik ¢ogunlugu idrar
yoluyla disar atilabilmektedir (Oztiirk, 2008). Igilen arsenikli suyun ilk etkisi, ciltte yaralar
seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Uzun siireli kullanimda ise akciger ve mesane kanseriyle
karsilagilabilmektedir. Uzun siireli arsenik igeren su tiketen kisilerde arsenigin ciltte

olusturdugu yaralar Sekil 1.3.‘de gosterilmektedir.

Arsenige maruz kalma sonucunda goriilebilecek belirtiler ile arsenik dozu yakindan

iligkilidir. Dermotolojik belirtiler;

e 40 pg/kg/gin gibi yiksek doza maruz kalma sonucunda 6 ay ile 3 yil siire i¢inde
hiperpigmentasyon gorulebilmektedir.

e 10 pg/kg/gin gibi disik doza maruz kalindiginda 5-15 yil igerisinde
hiperpigmentasyon gorulebilmektedir.

Sekil 1.3. Arsenigin ciltte olusturdugu hasarlar

Arsenik konsantrasyonuna bagli olarak kanser olusumu Cizelge 1.7.’de 6zetlenmistir. igme
suyunda arsenik konsantrasyonu ve bu konsantrasyona maruz kalma siiresi arttik¢a, kanser
riski de artmaktadir. Diinya Saglik Orgitiine gére, igme suyunda arsenik konsantrasyonu
10 pg/L’nin altinda oldugunda tahmini deri kanseri olusum riski 10> dir (Oztuirk, 2008).
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Cizelge 1.7. Igme suyunda arsenik konsantrasyonuna bagli olarak kanser riski oranlar

I¢me Suyunda Arsenik Yaklasik Toplama Kanser Riski

Konsantrasyonu (ug/L)
(Kisinin 2L/giin su tiikettigi kabul edilirse)

05 1/10.000
1 1/5.000
3 1/1.667
4 1/1.250
5 1/1.000
10 1/500
20 1/250
25 1/200
50 1/100

1.7.  i¢me Sularinda Arsenik Kirliligi ve Denitrifikasyon

Arsenik yiiksek derecede toksik bir mineraldir. Ozellikle metalik cevherlerle birlikte
bulunmasi ve suda ¢ok iyi ¢oziinebilir yapida olmasi toksik 6zelliginin artmasina neden

olmaktadir.

Arsenit ve arsenat sucul ortamlarda yaygin olarak goriilen arsenik formlaridir. Arsenit
(As(ITl)) ise en zararli arsenik formudur. Epidemiyolojik aragtirmalar deri, mesane,
akciger, karaciger ve bobrek kanserinin icme suyunda bulunan arsenik ile baglantili
oldugunu ortaya koymustur (Chung ve ark., 2007). Arsenik giderimi i¢in pek ¢ok aritma
yontemi bulunmakla birlikte bunlarin ¢ogu yiiksek maliyet gerektiren ileri aritim
yontemleridir. Biyolojik aritim prosesleriyle nitrat ve arsenigin birlikte giderimi ¢calismalari
ise artarak devam etmektedir. Bu baglamda, heterotrofik ve kemoototrofik
mikroorganizmalarin aerobik ve anaerobik denitrifikasyon kosullarinda As(III)’i
oksitleyebildigi bildirilmistir (Sun ve ark., 2009). Aerobik As(IIl) oksidayonunun olduk¢a
etkili bir bigimde gergeklestirildigi biyolojik prosesler mevcuttur (Battaglia-Brunet ve ark.,
2006; Lievremont ve ark., 2003; Simeonova ve ark., 2005). As(IIl) oksidasyonu hizli ve
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kolay uygulanabilir olmasimna ragmen yer alti sularinda anaerobik uygulamalar igin
kullanilabilir degildir.Nitrat anaerobik kosullar i¢in oksijen yerine bir alternatif oksidant
olarak kabul edilebilir. Kolay ¢6ziiniir olmasi ve yer alt1 sularinda bulunuyor olmasi nitrati
etkili bir elektron alici1 yapmaktadir. Kemolitotrofik denitrifikasyon biyoreaktorlerinde
elektron verici olarak ise elementel kikurt (Sierra-Alvarez ve ark., 2007), hidrojen sulfur
(H2S) (Kleerebezem and Mendez, 2002), ve hidrojen (H,;) (Lee and Rittmann, 2002)
kullanilabilmektedir. Bununla birlikte Sun ve ark. (2009), yukar1 akigh ¢amur yatak
biyoreaktorlerde nitrat1 elektron alic1 olarak Kullanarak As(I11) daha az toksik olan As(V)
formuna oksitlemeyi basarmiglardir. Caligmada paralel iki biyoreaktdr kullanilmis birine
nitrat verilirken digerine nitrat verilmemistir. Nitratin bulundugu reaktorlerde %92
oraninda As(Il)’iin oksitlendigi bildirilmistir. Ayni zamanda Reaksiyon 12’ye gore

nitrat’ta azot gazina donilismiistiir (Sun ve ark., 2009).
5H;AsO; + 2NO3 - 8H* + 5HAsO;% + N, + H,0 (12)

Cogunlukla As(IIl)’lin daha az toksik form olan As(V)’e oksitlenmesi amaglanir. Bununla
birlikte bazi ¢aligmalarda As(V)’1 As(Ill)’e indirgenmistir. Ciinkii As(III)’iin demir veya
stilfiir bilesikleriyle ¢okeltilerek giderilmesi miimkiindiir. Hidrojen gazinin elektron verici
olarak kullanildigi membran biyofilm reaktorlerde (MBfR), As(III) kat1 demir ile adsorbe
edilerek veya siilfiir ile ¢okeltilerek sudan uzaklastirilmistir (Chung ve ark., 2006).

Sulardan arsenik giderimi ¢ogunlukla kimyasal yontemlerle yapilmaktadir. Biyolojik
aritim yontemlerinde ise ¢ogu kez arsenigin kimyasal reaksiyonlar ile form degistirdigi
veya baska bir bilesige doniistiiriilerek giderildigi goriilmiistiir. Ozellikle adsorpsiyon ve

iyon degistirme gibi yontemler biyolojik proseslerle birlikte kullanilmaktadir.

Arntimda karisik mikroorganizma kullanildigi durumlarda, biyolojik aktif karbon
reaktorlerde oksijen, nitrat, arsenik ve siilfat elektron alici olarak kullanilabilmektedir.
Biyolojik olarak sistemde iiretilen siilfiir, demir siilfiir ve arsenik silfiir bilesiklerini
olusturarak ¢okelmektedir. Boylelikle sudan hem arsenik ve nitrat hem de silfur

uzaklastirilabilmektedir (Upadhyaya ve ark., 2010).

Cok fazla ¢alisma olmamakla birlikte yer alt1 sularinda goriilen 6nemli kirleticilerden olan
nitrat, arsenat, kromat, klorat, perklorat selenat ve dibromokloropropan’in birlikte biyolojik
olarak sudan giderilebildigi goriilmiistiir. Chung ve ark. (2006), ototrofik denitrifikasyonda

yaygin kullanilan bir elektron verici olan, Hjgazi1 kullanilarak, membran biyofilm
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reaktorlerde (MBfR) bunu gerceklestirmeyi basarmislardir. Gergek yer alti suyunun
kullanildig1 ¢alismalarda, 13 mg/L-N nitrat, 34 pg/L perklorat + klorat, 27 mg/L sulfat, ve
7.3ug/L arsenat igeren yer alti sularinda nitrat, klorat ve perkloratin 20 giinde tamamen
giderildigi goriilmiistiir. 24 giin sonunda ise arsenatin (As(V)) % 40’1 arsenite (As(IIl))
indirgenmistir. Hidrojen basinci artirildiginda ise bu oranin  %80’ne ¢iktig1

goriilmiistiir(Chung ve ark., 2006).
1.8. Calismanin Amaci
Bu ¢alismada;

a) Yukar akigh kolon reaktorlerde hem elektron verici hem de dolgu malzemesi
olarak kullanilan toz ve graniil kiikiirdiin denitrifikasyona etkisinin belirlenmesi,

b) Optimum kiikiirt ve kireg¢ oraninin (S/L) belirlenmesi,

c) Optimum hidrolik bekleme siiresinin (HRT) belirlenerek, farkli nitrat
konsantrasyonlarinda denitrifikasyon veriminin belirlenmesi,

d) Nitrat ve Nitrit kinetiginin belirlenmesi,

e) Miksotrofik kosullarin saglandigi optimum C/N oraninin belirlenmesi,

f) Farkli arsenik konsantrasyonlarinin denitrifikasyon verimine etkisinin ortaya
konmasi,

g) Degisen isletme kosullarinda mikrobiyal popiilasyon dinamiginin belirlenmesi

amaclanmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Calisma oOncesinde ve c¢alisma boyunca taranan konu ile ilgili literatiir kaynaklari bu
boliimde yer almaktadir. Burada biyolojik denitrifikasyon, kiikiirt bazli denitrifikasyon, ve
miksotorofik  denitrifikasyon  konularinda yapilmis ¢alismalar ve  Onerilerden

bahsedilmistir.

Sularda denitrifikasyonun gerceklestirilmesi amaciyla elektron verici olarak c¢ok cesitli

karbon kaynaklar1 kullanilmaktadir.

Asetik asitin karbon kaynagi olarak kullanildigi biyolojik donen reaktoér galismasinda,
nitrat giderme hizinin, giris asetik asit yiikleme hizina bagli oldugu belirtilmistir. Asetik
asidin diger karbon kaynaklarina gére en 6nemli olumsuz tarafinin fazla tiiketimi ve sonug
olarak yiksek maliyeti oldugu bildirilmistir. Aritma maliyetini azaltmak i¢in metanol,
etanol ve asetik asit gibi karbon kaynaklar1 yerine daha ucuz materyallerin kullanildigi

calismalarda bulunmaktadir (Mohsani-Bandpi ve ark.,1999).

Islenmemis pamuk ve gazete kagidim karbon kaynagi olarak kullanan Volokita ve
ark.’lar,% 99 nitrat giderimi elde ederken, ¢ikis suyunda NO,-N birikimi olmadigini
aciklamislardir. Calismada biyolojik denitrifikasyonun sicakliga bagli oldugunu, sicakligin
32°%C’den 14 0C’ye diismesiyle nitrat giderme hizinin 1/3 oraninda azaldigini bildirilmistir

(Volokita ve ark.,1996a, b).

Karbon kaynagi olarak kullanilabilen ucuz materyallere bir 6rnekte saman sapidir. Yukari
akigh biyolojik denitrifikasyon ¢aligmasinda, karbon kaynagi ve tutunma yuzeyi olarak
saman sap1 kullanilmistir. Caligmada ytiksek nitrat giderme verimine ulasilirken, samanin
¢Oziinmesi ve karbon iceriginin azalmasi ile nitrat gideriminin azaldig1 belirtilmistir. Cikis
suyunda olusan renk probleminin gideriminde ise aktif karbon kullanilmistir (Soares ve
Abeliovich 1998).

Karbon kaynagi olarak ucgucu yag asitlerinin kullandigi heterotrofik denitrifikasyon
caligmasinda, denitrifikasyonun, ¢ok farkli ugucu yag asiti iceren sularda, tek ugucu yag

asiti icerene gore daha hizli gergeklestigini belirlemistir (Yatong, 1996).

Ototrofik denitrifikasyon i¢in basit bir kinetik modelin olusturulmasi, kinetik sabitlerin
belirlenmesi, ve heterotrofik ve ototrofik denitrifikasyon kinetiklerinin karsilastirilmasi bu

proses icin O6nemli parametrelerdir. Bu parametrelerin belirlenmesi amaciyla yapilan
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deneysel caligsmalarda, Koenig ve Liu (2002), yukart akisli kiikiirt yatakli reaktorlerde,
diisiik debilerde nitratin, tamamen giderildigini gézlemlemistir. Kiigiik ¢apli partikiillerin,
nitrat konsantrasyonunu daha hizli diisiirdiigii tespit edilmis olup, maksimum spesifik
denitrifikasyon hizi yaklasik 0,15 g NO3'N/g UAKM.giin olarak bulunmustur. Thiobacillus
denitrifikans bakterileri renksiz bakteriler oldugundan kiikiirt partikiilleri iizerinde olusan
biyofilm gozle gozlenememistir. Yaklagik 1 yil gibi uzun bir siire sonra biyofilm
kirmizimsi bir renge sahip olmus ve goriiniir bir form kazanmistir. Taramali elektron

mikroskobu Olgtimleri biyofilm kalinliginin 10-40 pm araliginda degistigini gostermistir.

Soares (2002) tarafindan yapilan c¢alismada kiikiirt ile doldurulan kolonda otorofik
denitrifikasyon calisilmistir. Inorganik karbon ve alkalinite kaynag1 olarak sisteme sodyum
bikarbonat verilmistir. Hidrolik bekletme siiresi 1 saat ve nirat yiikleme hiz1 0.24 kg

N/(m®. giin)’nde en yiiksek denitrifikasyon hizi olan 0.20 kg N/ (m®. giin) gézlenmistir.

Elementel kiikiirtin dolgu malzemesi olarak kullanildig1 gegirgen reaktif bariyer (PRB)
sistemi ile ototrofik denitrifikasyon c¢alismalarinda, PRB kirlenmis yer altt suyunun
tasindig1 yola yerlestirilir ve bariyer i¢indeki reaktif maddeler, kirlenmis yer alt1 suyunda
kirleticilerinin aritim1  veya gideriminde biyolojik ve jeokimyasal reaksiyonlarin
gerceklesmesini saglar (Moon ve ark.,2004). Deneysel c¢alismalarda, elementel kukirt
kullanilarak ototrofik denitrifikasyonun fizibilitesi, farkli nitrat konsantrasyonlarinda
calisilmis ve nitrat, nitrit ve siilfat konsantrasyonlarinin kolon boyunca dagilimi
incelenmistir. Kolon, 2 mm capinda kiikurt grandlleri ve hacim orani 3/1 olacak sekilde 2-
5 mm capinda kireg¢ tasi ile doldurulmustur. Kolon, akis hizi 1 mL/dk ve yukar akish
olacak sekilde 20 Cde isletilmistir. Nitrat konsantrasyonunun giderim verimine etkisinin
belirlenmesi icin hidrolik bekletme siresi (HRT) 12 saatte sabit tutularak girig nitrat
konsantrasyonu 30 ve 60 mg NO3-N/L arasinda degistirilmistir. Deneysel ¢alismalarin ilk 4
guninde 30 mg NO3-N/L nitratin tamamina yakini nitrite doniismiistiir. 12 giiniin sonunda
nitrit konsantrasyonu 2 mg NO,-N/L’den daha diisiik seviyelere diismiistiir. Giris nitrat
konsantrasyonu 30, 40 ve 60 mg NO3-N/L ve kolon kiikiirt igerigi %75 oldugunda
ototrofik denitrifikasyon reaksiyon hiz sabitleri sirasiyla 31,73x10'3, 33,3x10°, and
36,4x10°° mg */I ** dakika olarak elde edilmistir (Moon ve ark.,2004).

Kiikiirt oksitleyen bakteriler kullanilarak ototrofik denitrifikasyon kinetigi lizerine sinirh
calisma mevcuttur. Zeng ve Zhang, (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada graniil kiikiirt

ile doldurulan kolon reaktorler kullanilmis ve kiikiirt/kiregtagi orant 2/1 de calisilmistir.
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Kolonlar 30 mg NO3-N/L ile beslenmis ve HRT 3,56 saat olarak belirlenmistir. Deneysel
calismalarda SLAD biofilm prosesinde monod kinetigine ait Ks, k, Kqve Y degerler
belirlenmis ve diger denitrifikasyon prosesleri ile SLAD prosesinin kinetik parametreleri
kiyaslanmistir. Bagka bir calismada ise giris nitrat konsantrasyonun 30 mg/L’den 60
mg/L’ye arttirilmasiyla, nitrat giderim hiz1 kismen artarak 31,73x10’den 36,4x10™ mg /I
* dakika’ya yiikselmistir (Moon ve ark., 2004). Fakat bu calismada Monod denklem

sabitleri hesaplanmamuistir.

Bagka bir ¢alismada, Moon ve ark. (2006) nitrat ile kirlenmis yer alt1 sularinin biyolojik
PRB’de ototrofik denitrifikasyon ile aritimina reaktif medya bilesimi ve ¢esitli kirleticilerin
etkilerini arastirmistir. Proseste Thiobacillus denitrificans ve Thiomicrospira denitrificans
gibi kiikiirt oksitleyen bakteriler kullanilmistir. Dolgu malzemesi olarak graniil kiikiirt ve
kireg tas1 farkli oranlarda (1:1, 2:1, 3:1, 4:1) denenmistir. Giris nitrat konsantrasyonu 30 ve
60 mg-N/L olacak sekilde ayarlanmistir. TCE (10-80 mg/L), Zn, Cr (VI), ve Cu (0.1-1
mg/L) gibi yeraltt suyu kirleticilerinin ve kiikiirt partikiil biiyiikliigliniin (dane ¢ap)
denitrifikasyon verimi {izerine etkileri arastirilmistir. Deney sonuglar1 kiikiirt partikiil
blytikligli azaldik¢a denitrifikasyon hizinin arttigini ve en yiiksek nitrat veriminin 1:1
kiikiirt/CaCO3 oraninda elde edildigini gostermistir. Zn ve Cu gibi agir metaller aktiviteyi
blyuk 6lglde inhibe ederken, TCE ve Cr (V1) un varligi denitrifikasyon aktivitesini 6nemli

derecede etkilememistir.

Sierra-Alvarez ve ark. (2007) degisen nitrat ve kiikiirt konsantrasyonlarinda denitrifikasyon
kinetigin ve kirletilmis yer alti sularinda bulunan nitratin ototrofik denitrifikasyonla
gideriminin uygulanabilir olup olmadigini aragtirmistir. Yapilan ¢aligmada, nitrat ylikleme
hizinin 21,6 mmol/(L.giin) ve nitrat giris konsantrasyonunun 7,3 mM olmas1 durumunda
nitratin hemen hemen tamami giderilmistir. Daha diisiik giris konsantrasyonlarinda (1,3
mM nitrat) ise (18,1 mmol/(L.glin) yiikleme hizlarinda) ortalama %96 nitrat giderim
verimi bulunmugtur. Nitrat konsantrasyonu arttikca denitrifikasyon hizinin arttig
gozlenmistir. Maksimum nitrat giderim hiz1 5,5 mmol NOs/(g UAKM.gin) olarak
bulunmustur. Yapilan ¢alismada elementel kiikiirt tane ¢capinin, mikrobiyal kullanim hizina
etkisi de incelenmistir. Silfiir (HS") genellikle 6l¢iim limitinin altinda ¢ikmis (1,5 pM),
ancak birka¢ Ol¢limde cok diisiik de olsa (6,6 um) siilfiir iiretimi gozlenmistir. Silfiir;
toksik, korozif, kotii kokulu ve oksijen tiiketim 6zelliginden dolay: istenmemektedir. Eger
asirt siilfiir olusumu gozlenirse, filtrasyonu takiben kaskat havalandirma gibi ilave aritma

adimlar1 gerekebilir.
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Kiikiirt bazli ototrofik denitrifikasyon prosesinde nitratla birlikte bagka kirleticilerinde
giderimi miimkiindiir. Ju ve ark. (2007), kemolitotrofik denitrifikasyon prosesi kullanilarak
nitrat ile birlikte perklorati da gidermeye ¢alismislardir. Elektron verici olarak elemental
kikiirtiin  kullanildigi bu sistemde perkloratin klorlir iyonuna indirgenmesi miimkiin
olmaktadir (Reaksiyon 13).
Cloy + Fsog fHzo - c1—350;2 £ on (13)
3 3 3 3

Hasar ve ark., (2008), oksitlenmis Kkirletici olarak bilinen nitrat veklorlu organik
bilesiklerin giderimini MBfR sistemlerde denemistir. Biiyiime i¢in verilen siireclerde
mikroorganizmalarin aktif tabakasi biyofilm olarak tanimlanmistir. Denitrifikasyon igin
elektron verici olarak hidrojen gazi kullanilmistir. Genellikle hidrojen ve oksijenin
kullanimiyla desteklenen biyofilm membran, hidrofobik gaz transfer membranlar olarak
tanimlanmistir (membran duvari boyunca gaz difiize eden reaktor). Fakat gaz ya da sivinin
yatay olarak hareket etmesine izin vermemistir. Buna genellikle diisiik baloncuk gaz

transfer membran olarak adlandirilmistir. (Hasar ve ark.,2008).

Kkdrt iceren reaktif bariyer sistemlerinin uzun sureli performansinin belirlenmesi gergek
Olgekli calismalar i¢in 6nemlidir. Blyuk bir kolon PRB reaktér kurularak bu durum test
edilmistir. Giris suyu 60 mg/L NO3-N’de tutulmustur. Kolon 5-10 mm c¢apinda kiikiirt ve
kiregtast ile 3/1 hacim oraninda doldurulmustur. Fosfat ilave edilmedigi durumda, nitrat
artimi  gozlenmemis olup, fosfat ilavesiyle beraber, nitrat giderimi gerceklesmistir.
Bekleme zamaninin 24 saatten 12 saate diisliriilmesi sistem performansini etkilememis ve
%095’in tlizerinde denitrifikasyon verimi gozlenmistir. Uzun sureli ¢alismalar sonucunda

denitrifikasyon veriminin degismedigi goriilmiistiir (Moon ve ark.,2008).

Moon ve ark. (2010), Kikirt-bazli ototrofik denitrifikasyon ile nitrat giderimini
gerceklestirirken, bakteriyal popiilasyon dinamiginin, substrata ve zamana gore degisimini
arastirmiglardir. 16S rRNA gen ve DGGE analizleri ile baslangicta ve nitrat
konsantrasyonunun degisimim ile bakteriyal dinamigin nasil degistigini ortaya
koymuslardir. 200 giin isletilen reaktorlerde elde edilen BLAST sonuglarina gore
reaktorlerde %97 benzerlikle Thiobacillus denitrificans, %94 benzerlikle Cenibacterium

arsenoxidansve %98 benzerlikleChlorobium limicolagoriilmiistiir.
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pH ayarlamalar1 i¢in kullanilan kireg/kire¢ tasinin ¢ikis sertlik konsantrasyonunu artirmast,
ototrofik denitrifikasyon ve biyoelektrokimyasal yontemleri birlikte uygulamaya
yoneltmistir. Calismada (Wan ve ark., 2009), biyolojik ve elektrokimyasal reaktorler
birlestirilerek biofilm-elektrod reaktér yontemi gelistirilmistir. Bu sistemde ototrofik
denitrifikasyon mikroorganizmalar1 katot yiizeyinde immobilize olmakta ve elektrolizde

bir elektron verici olan H; gazi iiretilmektedir (Wan ve ark., 2009).

Bu gibi proseslerde kikurt-bazli ototrofik ve hidrojen-bazli ototrofik sistemlerin

birlestirilmesinin nedenleri;

e Kiikirt denitrifikasyonunda  dretilen H®  iyonlar:1 nétralizasyon igin
bioelektrokimyasal hidrojen denitrifikasyonuyla tiketilebilir.

e Bunun yani sira SLAD proseslerine kiregtasi eklenmesine gerek kalmayabilir ve
boylelikle sertlik artiginin da oniine gegilebilir.

e C(Cikis siilfat konsantrasyonu kiikiirt ototrofik denitrifikasyon boliimiinde ki azot

yuklemesi ile kontrol edilebilir.

Calismada kullanilan giris suyu, Pekin’in Fengtai ilgesinden temin edilen nitratla kirlenmis
yer alt1 suyudur. Tiim ¢alisma 105 giin devam etmis ve 21 giin boyunca HRT4.2, 3.6, 3.0,
2.4 ve 2.1 saat olarak degistirilerek HRT nin etkisi incelenmistir. Buna karsilik hacimsel
azot yiikleme hiz1 da 0.12,0.14, 0.17, 0.20, 0.24 kg N/m3giin olmustur. Calismada kiikiirt
boliimiiniin kinetigi belirlenmis, ¢ikis SO4, pH, bulaniklik ve farkli hacimsel azot yiikleme
hizlarinda optimum akim parametreleri arastirtlmistir. Sistem 0.12 - 0.24 kg N/m?giin
hacimsel azot yiikleme hizinda nitrit birikimi olmadan %95-100 nitrat giderimi ile etkin

bir sekilde isletilmistir.

Miksotrofik, ototrofik ve heterotrofik denitrifikasyonun kiyaslanmasinda sistemin
mikrobiyolojisi de 0Onemlidir. Elektron vericinin ototrofik denitrifikasyonda H,S,
heterotrofik denitrifikasyonda plusp-cresol, ve miksotrofik denitrfikasyonda H,S, plusp-
cresol oldugu kosullarda yapilan mikrobiyolojik analizlerde alt1 farkli bakteri tiirii ve ii¢
farkli arkea gurubu go6zlenmistir. Ana tiirlin Proteobacteriaoldugu reaktorlerde
denitrifikasyon yapan bakterilerin baskin oldugu goriilmiistiir. Diger goriilen tiirler ise
Limnobacter Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes ve Actinobacteria’dir. Reaktorlerde
elde edilen denitrifikasyon verimi ise ototrofik kosullarda %89, miksotrofik kosullarda

%99 ve heteretrofik kosullarda %95 olmustur (Fernandez ve ark., 2009).
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Kiikiirt ve kiregtasi iceren biyoreaktorde yliriitiilen g¢aligmalarda, igmesularinda nitrat
gideriminde kiikiirt ¢oziinlirliigiinliin denitrifikasyon hizin1 etkiledigi one stirtilmustiir.
Alkalinite destegi olarak kullanilan kire¢ tasi ¢ikista yiiksek sertlik olusumuna neden
oldugundan, bunun engellenmesi icin miksotrofik denitrifikasyon Onerilmistir. Ayrica
ototrofik  denitrifikasyon sonucunda kiikiirtiin ylikseltgenmesiyle olusan siilfatin
kontroliinde de miksotrofik denitrifikasyonun kullanilabilecegi bildirilmistir (Sahinkaya ve
ark. 2011).

Sahinkaya ve Dursun (2012), ototrofik denitrifikasyon ve heterotrofik denitrifikasyonu
aym reaktorlerde gerceklestirerek (miksotrofik denitrifikasyon) siilfat {iretimini kontrol
altina alarak ihtiya¢ duyulan alkaliniteyi saglamislardir. 200 gin boyunca yirGtulen
calismada farkli nitrat yiiklemelerinde ve farkli HRT degerlerinde calisiimistir. Onceki
caligmalarda belirtilen C/N oranindan daha diisiik oranlarda basarili bir sekilde
denitrifikasyonun gergeklestigi goriilmiistiir. Buna paralel olarakta silfat Gretimi
baslangicta 400 mg/L iken miksotrofik denitrifikasyonla bu deger 220+50 mg/L.’ye kadar
diigmiistiir. Disaridan harici  bir alkalinite kaynagi kullanmaya gerek kalmadan

denitrifikasyon i¢in gerekli alkalinitenin tiretildigi goriilmistiir.

Miksotrofik denitrifikasyon atiksularda nitrat gideriminde de etkin bir sekilde
kullanilabilmektedir. ~Kostik iceren atiksularda azot gideriminde miksotrofik
denitrifikasyon uygulanmis ve mikrobiyal cesitliligin  belirlenmesi caligmalar
yiritilmistir. Kostik uygun bir prosese eklendiginde denitrifikasyon i¢in uygun bir
elektron verici ve alkalinite kaynagi olabilmektedir. Maksimum 0.15 kg/m3gUn nitrat
yikleme hizinda kostik elektron verici olarak kullanilarak denitrifikasyon basariyla
gerceklestirilmistir.  Mikrobiyal ¢alisma sonucunda reaktorlerde, Achromo-bacter,
Agrobacterium,  Alcaligenes, Bacillus, Chromobacterium, Flavo-bacterium,
Hyphomicrobium, Paracoccus, Pseudomonas ve Thiobacillus denitrificans gibi

heterotrofik ve ototrofik mikroorganizmalara rastlanmistir (Park ve ark., 2011).

Huang ve ark. (2011), aktif karbonlu bir kolon biyoreaktérde miksotrofik denitrifikasyonu
farkli elektron vericilerle gerceklestirmislerdir. Elektron verici kaynagi olarak heterotrofik
denitrifikasyonda asetik asit, ototrofik denitrifikasyonda ise demir siilfit kullanilmistir.
Yuksek nitrat yiklemelerinde (42 mg/L NO3-N) % 85’in {izerinde nitrat giderimi elde
edilmistir. Cikista organik madde, nitrit ve siilfat gibi liriinler olmaksizin denitrifikasyonun

gercgeklestirildigi bildirilmistir.
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Fajardo ve ark. (2012), ototrofik denitrifikasyon ile nitrat giderimini, elektron verici olarak
stilfiir kullanarak gerceklestirmislerdir. Nitrat yiikleme hizini sabit tutarak (450 mg NO3-N
L.giin) siilfiir yiikleme hizini 200 mg/L.giin S den450mg/L.giin S? e yiikseltmislerdir.
Kesikli reaktorlerde yiiriitiilen ¢aligmalarda siilfiir % 100 oraninda giderilirken azotun %67

oraninda giderildigi tespit edilmistir.

Oksijenin ototrofik denitrifikasyona etkisinin agik ve kapali kesikli reaktorlerde calisildig
deneysel calismalarda Qambrani ve ark. (2013), yar1 dereceden kinetik model iizerinde
denitrifikasyon hiz sabitlerini belirlemislerdir. Elektron vericinin kiikiirt oldugu ¢alismada
acik reaktorlerde yiiksek siilfat degerleriyle karsilagilmistir. Oksijenin varliginda kiikiirdiin
siirekli olarak oksitlendigi tespit edilmistir. Bunun yani sira kapali reaktdrlerde yiiksek
denitrifikasyon hizi elde edilirken oksijenin agik reaktorlerde inhibisyon etkisi yaptigi

gOriilmiistiir.

Sahinkaya ve ark. (2013), nitratla birlikte kromatin indirgenmesini kiikiirt bazli
miksotrofik denitrifikasyon reaktoriinde ¢alismiglardir. Calismada C/N orani 1,33 olacak
sekilde metanol yiiklemesi yapilmistir. Giris nitrat konsantrasyonu 75 mg/L, giris Cr(VI)
konsantrasyonu 10 mg/L oldugunda denitrifikasyonun tamamlandig1 bildirilmistir. Giris
Cr(V]) konsantrasyonu 5 mg/L’ye esit veya altinda oldugunda ¢ikista 50 pg/L’ye kadar

diisebildigi gortilmustiir.

Yapilan son c¢alismalarda yer alti sularindan nitrat gideriminde in-Situ (yerinde)
uygulamalar icin yeni denitrifikasyon hiicresi olarak isimlendirilen metotlar gelistirilmistir.
Batik mikrobiyal aritim ve denitrifikasyon hiicresi (SMDDC) olarak adlandirilan bu sistem
ile elektrik enerjisi tiretilmis ve ayni zamanda yer alt1 sularinda denitrifikasyon basariyla
gerceklestirilmistir. Anot boliimiinde yer alan atiksudaki organik madde bakteriler
tarafindan CO,’ye yiikseltgendiginde yer alt1 suyunda yer alan nitrat anot’a ve Na' da
katot’a transfer edilir. Anot ¢ikisinda direng vasitasiyla katota gecen nitrat burada ototrofik
denitrifikasyon yoluyla N’ye doniistiiriilir. Bu calisma ile yer alti sularindan % 90,5
nitratgiderilirken, 3,4 A/m? akim yogunlugu elde edilmistir. Nitrat konsantrasyonu ve
iyonik kuvvet sistem performansini sinirlayan parametreler olmustur (Zhang ve Andeliki

2013).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneysel Plan

Tez calismalart kapsaminda kurulan laboratuvar olgekli kolon reaktorler ve kesikli

reaktorlerin isletilmesi i¢in Cizelge 3.1.’de yer alan deneysel plan kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Deneysel Plan

Isletme Parametreleri

Toz Granil Kukurt Nitrat Yiikleme hiz1 . Bikarbonat
Bolum | NO3"-N | NO; -N ) HRT Arsenit C/N COK
Deney Seti Kuakurt/ IKireg g NO3".N/(L.d) (mg/L
No (mg/L) (mg/L) ) (Saat) (ug/L) oram | (mg/L)
Kirec (1,5-4 mm) Yikleme CaCQ0:s,)
P 12 0,050 - - - -
k=
F
9 0,066 - - - -

= 25 - 11 -
[}
E 6 0,100 - - - -
(5
2 3 0,200 - - - :
= 12 0,050 - - - -
]
»
g = 9 0,066 - - - -
= L]

1A E £ 25 - 2/1 -
E ©
E 6 0,100 - - - -
o
= 3 0,200 - - - -
8
2 12 0,050 - - - )
]
B 9 0,066 ] - ) ;
;’ 25 - 3/1 -
% 6 0,100 - - - -
M 3 0,200 - - - -
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Cizelge 3.1.”in devami

Isletme Parametreleri

Toz Granil Kukurt Nitrat Yukleme ) Bikarbonat
Bolim Deney NO; -N | NO, -N . HRT Arsenit C/N COK
] Kukuart/ IKireg hiz1 g NO3-N/(L.d) (mg/L
No Seti (mg/L) (mg/L) ] (Saat) (ng/L) orani (mg/L)
Kireg (1,5-4 mm) Yukleme CaCOy)
© 25 - 0,200 - - - -
E
7 50 - 0,400 - - - -
9 11 - 3
S B 75 - 0,600 - - - -
a8 g
§ © 100 - 0,800 - - - -
Z s
£ 5 25 - 0,200 - - - -
s =
£ S 50 - 0,400 - - - -
1B 5 & 211 - 3
T E 75 - 0,600 - - - -
£ 8
° 5 100 - 0,800 - - - -
s <
s = 25 - 0,200 ; X § -
Bl 50 : 0,400 : : - -
Z L
= 3n - 3
% 75 - 0,600 - - - -
M 100 - 0,800 - - - -
— 10 - - - - - -
8% [ : : : : : :
2 =
s £ 25 - - - - - -
X o
1C 5 3 = - 1/1 - - - - - - -
= &
¥ O
z 100 - - - - - -
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Cizelge 3.1.”in devami

Isletme Parametreleri

NO; - Toz Granil Kukurt Nitrat Yiikleme hiz1 . Bikarbonat

Bolim NO;, -N ) HRT Arsenit COK

Deney Seti N Kukuart/ IKireg g NO3 " .N/(L.d) C/N oram (mg/L
No (mg/L) (Saat) (Mg/L) (mg/L)

(mg/L) Kireg (1,5-4 mm) Yukleme CaCOy)
- 10 - - - - -

[«5)

- 25 - - ) ) )
D |§ £ Z 11 - -

£ > B - 50 - - - - -

x 'L

o) - 75 - - - - -

g =z

- 100 - - - - -

z = - 0,37 18,82 -

© =g g 0,100 - 0,56 28,23 -
2A E £ % 50 - - Miksotrofik 12

E & = - 0,75 37,65 -

5 5 3

o < - 0,64 32 -
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Cizelge 3.1.”in devami

Isletme Parametreleri

Toz Granl . Bikarbonat
Bolim Deney NO; -N | NO; -N . HRT Nitrat Yiikleme hiz1 g Arsenit C/N COK
N Seti (mg/L) (mg/L) Kilkirt!"| Kiikirt /Kireg (Saat) NO;.N/(L.d) YUKkl (no/L) (mg/L) (ma/L
0 eti m m aa ; . Ukleme orani m
J : Kireg (1,5-4 mm) : HO J CaCO,)

20 - -

g 100 - -

S 0,100

ks 50 - - 11 12 200 - - 500

£ 500 - -

'S

3 1000 - -

= 20 x "

2B 5 Z

2 3 100 - -

2] Sadece graniil

= 50 - - 12 0,100 200 - - 500

S kukrt

e 500 - -

g

= 1000 - -

= 0,64 32

< 50 - - Miksotrofik 12 0,100 20 500
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Cizelge 3.1.”in devami

Isletme Parametreleri

NO; - Toz Granil Kukurt Nitrat Yikleme . Bikarbonat
Bolum . NO, -N ) HRT Arsenit C/IN COK
Deney Seti N Kuakurt/ IKireg hiz1 g NO3-N/(L.d) (mg/L
No (mg/L) . (Saat) B (ng/L) orani (mg/L)
(mg/L) Kireg (1,5-4 mm) Yukleme CaCOy)
50 i i
° 0,100 - -
= - - 1/1 12 1000 -
[ - -
2o 100
~ - -
s 2
—~ v B -
S 50
2C < s N -
= > 500
s g - - Sadece granl kiikurt 12 0,100 1000 - -
S E 100
.g :‘E - -
o g
o O
L 50
F(; - - Miksotrofik 12 0,100 1000 0,64 32 -
<
100
5 8 0 2
3 S5 = O S
£ £0 3 v v V l
S = £
=39 g

42




3.2.  Kullanmilan Reaktorler ve Isletme Kosullari

Tez ¢alismalarinda camdan tiretilmis kolon reaktorler ve 100 mL hacimli kesikli reaktorler
kullanilmistir.  Arastirmanin  amacina gore reaktdrlerin isletme kosullart farklilik

gostermektedir.

3.2.1. Deney Seti - 1A’da kullanilan siirekli akish kolon reaktorler

Calismada cam malzemeden yapilmis kolon reaktorler kullanilmistir. Reaktoérler yukari
akislt olarak isletilmistir. Reaktor capi, yaklasik 5,5 cm olacak sekilde tasarlanmis ve bos
yatak hacmi yaklasik 500 mL olarak belirlenmistir. Kolon dolgu malzemesi olarak
elementel kikurt ve CaCO; kullanilmistir (Sekil 3.1). Kullanilacak olan dolgu
malzemesinin oranlart 1/1, 2/1, 3/1 oranlarinda degistirilerek sistem performansi
arastirtlmistir (Cizelge 3.1). Sistem siirekli akisli olarak isletilmis ve ¢alismalar oda
sicakhiginda (23+2 °C) yiiriitiilmiistiir. Fototrofik bakterilerin gelisimini 6nlemek igin
reaktorlerin dig kisimlart kumas ile kaplanmistir. Kiigiik partikiil boyutuna sahip kiikiirt ve
kiregtagi denitrifikasyon prosesinin hizini artirdigindan toz kiikiirt ve CaCO; tercih
edilmistir. Anoksik sartlarin saglanmasi1 amaciyla giris suyundan azot gazi gegirilmis ve

besin siirekli olarak anoksik kosullarda ve buzdolabinda (+4 C°) tutulmustur.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan kolon reaktorler

Reaktorler, bakterilerin adaptasyonu i¢in 20 giin boyunca HRT 24 saatte isletilmistir.
Denitrifikasyon sonucu olusan gaz, giinliik olarak toplanmis ve teorik gaz tiretimi ile
kiyaslanmistir. Fosfor kaynagi olarak reaktorlere musluk suyuna ilave olarak verilen azot
degerinin 1/5’1 oraninda fosfor K;HPO, olarak eklenmistir. NO3s-N konsantrasyonu 25
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mg/L’de sabit tutulmus ve NO3-N kaynagi olarak KNO3 kullanilmistir. Reaktorlerin igletim
kosullar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Siirekli akish kolon reaktorlerin isletme kosullar

Kolon 1 Kolon 2 Kolon 3
Proses Ototrofik Ototrofik Ototrofik
Tastyict madde Kiikiirt/Kiregtasi Kiikiirt/Kiregtagi Kiikiirt/Kiregtast
orant
(2/2) (2/1) (3/1)
NO;-N (mg/L) 25-50-75-100 25-50-75-100 25-50-75-100
HRT (saat) 12-9-6-3 12-9-6-3 12-9-6-3

3.2.2. Deney Seti-1C’de kullanilan Kkesikli reaktorler

Calismanin bu boliimiinde, kesikli reaktorler kullanilarak NO3z-N ve NO,-N denitrifikasyon
kinetigi ¢alisilmistir. Kesikli reaktor olarak 150 mL hacminde amber renkli cam siselerden
yararlanilmigtir (Sekil 3.2). Kesikli reaktorlere 1/1 oraninda kiikiirt/kiregtasi (3gr/3gr)
eklendikten sonra kolon reaktorlerden alinan yatak numunesi bakteri agist olarak
reaktorlere esit hacimde eklenmistir. Kesikli reaktorler, anaerobik kabinde oksijensiz
ortamda hazirlanmistir. Numune alim isleminde ise siringa kullanilmistir. 12 adet reaktor
kurulmus olup bunlar 6’1 setler halinde paralel olarak calistirilmistir. 6 farkli reaktorde
NO3-N ve NO,-N konsantrasyonlar1 10, 15, 25, 50, 75 ve 100 mg/L olarak ¢alisilmistir
(Sekil 3.3). Ayrica galisma sonunda reaktorlerdeki mikroorganizmalar alinarak organik
azot miktar1 Olclilmiis ve buradan yola ¢ikilarak mikroorganizma konsantrasyonu

hesaplanmustir.
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan kesikli reaktorler

Organik azot dl¢iimii i¢in reaktdrlerden 10 mL karisim halinde bakteri numunesi alinmis
ve santrifllj edilmistir. Bu islem saf su eklenerek 2 kez tekrar edilmis ve ¢Oziinmiis
organikler sudan giderilmistir. Daha sonra numune iizerine 10 ml digestion reagent
(pargalayic1 kimyasal) (Standart Metotlar da verildigi sekliyle hazirlanmistir) eklenerek
KOI 1s1tma aparatinda 2 saat 150 °C’de 1sitilmigtir. Bu 1sitmada organik azot pargalanarak
suya alinmistir. Daha sonra numune Once santrifiij edilmis ve daha sonra iist duru su
siringa filtreden gegirilerek toplam azot konsantrasyonu oOl¢iilmiistiir. Bakteri formiilii
CsH;0:N  olarak alinarak toplam biyokiitle konsantrasyonu mg/L VSS olarak

hesaplanmuistir.
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Sekil 3.3. Kesikli reaktorlerde farkli NO3-N ve NO,-N konsantrasyonlarinda

denitrifikasyon kinetigini arastirmak {izere kurulan reaktorler

3.2.3. Deney Seti-2B’da kullanilan sabit yatakh kolon reaktorler ve isletme kosullari

Deney Seti-1’de kullanilan kolon reaktérler, bu ¢alismada da yine yatak hacmi 500 mL
olacak sekilde kullamildi. Calismada kullanilan 3 adet reaktorde 1,5- 4mm ¢apinda graniil
kiikiirt ve kire¢ kullanildi. Reaktorlerde ilk olarak ototrofik ve miksotrofik denitrifikasyon
kosullarinin olusmas1 saglanmistir. Ik asamada adaptasyon siiresince HRT 24 saat’de 50
mg/L NOs-Nkonsantrasyonunda calisilmistir. Daha sonra HRT 12 saate diisliriilmiis ve

calisma boyunca bu degerde sabit tutulmustur (Cizelge 3.3).

Arsenik’in denitrifikasyona etkisinin farkli konsantrasyonlarda gézlemlenebilmesi ve icin

HRT 12 saatte calisilmast uygun goriilmiistiir. Kolon 1 ve 2’de adaptasyon siireci 1.
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Asamada tamamlanmistir. Kolon 3’de miksotrofik kosullarin olusmasi i¢in farkli metanol
konsantrasyonlari denenmis ve miksotrofik kosullar saglandiktan sonra reaktdrlere ayni
anda arsenik verilmeye baslanmistir. Ilk olarak 20 pg/L arsenik verilmis ve konsantrasyon
kademeli olarak artirilmistir. Arsenik yer alt1 sularinda yaygin goriilen ve daha toksik form
olan arsenit formunda verilmistir. Bu nedenle arsenik, arsenit olarak ifade edilecektir.

Kimyasal madde olarak ise Sodyum meta arsenit (NaAsO,) kullanilmistir.

Kolon 2 girisine alkalinite ve ototrofik bakteriler i¢in karbon kaynagi olarak kullanilmak
tizere yaklasik 250 mg/L CaCOj; esdegerinde NaHCO3 eklenmistir. Besleme ¢dzeltisi igin
musluk suyu kullanilmistir ve musluk suyu alkalinitesi yaklagik 250 mg/L. CaCO3’dur.
Boylece toplamda reaktore verilen alkanite kaynagi 500 mg/LCaCO;3; olmustur (Cizelge
3.2). Kolon 3’¢ ise miksotrofik kosullar saglanana kadar (1-3. Asama) aymi sekilde
NaHCO3 eklenmistir. Heterotrof bakterilerin irettigi alkalinite, ototrofik bakterilerin
thtiyacinm1 karsilayacak duruma geldiginde yani giris alkalinite degeri ile cikis degeri

esitlendiginde NaHCOj3 verilmesi kesilmistir.

Cizelge 3.3. Sabit yatakli kolon reaktorlerin isletme kosullar

Kolon 1 Kolon 2 Kolon 3
Proses Ototrofik Ototrofik Miksotrofik
Tastyict madde Kikirt/Kiregtasi Kukirt Kikdrt

(/1)

NO3z-N (mg/L) 50 50 50
HRT (saat) 12 12 12
Bikarbonat (mg/L - 500
CaCOy)
Metanol (mg/L) - - 85
DOC (mg/L) 32
Debi (mL/giin) 950 950 950
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3.2.4. Deney Seti-2C’de kullanilan akiskan yatakh reaktorler

Sabit yatakli olarak isletilen kolon reaktdrler, calismanin son agsamasinda geri devirli olarak
isletildi. Reaktor ¢ikisinin 5 cm altinda yer alan ¢ikis noktasina ilave edilen bir pompa
yardimiyla ¢ikis suyu reaktor girisine verildi (Sekil 3.4). Geri devir debisi pompanin
kapasitesine bagli olarak giris debisinin 60 kati olarak belirlendi (Cizelge 3.4).

Sekil 3.4. Elementel kukirt (1,5-4,0 mm) ile doldurulmus akiskan yatakli kolon (AYR)
reaktor fotograflar

3.3.  Asi Bakterisi

[k kolon reaktdr Harran Universitesi Osmanbey Kampiisii’ndeki atik su aritma tesisinin 5
asamali Bardenfo prosesinin anoksik bodlmesinden alinan c¢amur ile asilanmistir
(denitrifikasyon yapan aktif ¢camur). Diger reaktorler igin ise as1 ¢amuru ilk reaktorde

zenginlestirilen denitrifikasyon bakterilerinden temin edilmistir.
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3.4.  Dolgu Malzemesi

Deney Seti-1A’da kullanilan reaktorlerde, dolgu malzemesi, elementel kikirt ve CaCOj3
Merck’den temin edilmistir. Deney Seti-2A’da ise AYR ve kolon reaktérlerde grandl

kiikiirt (dane ¢ap1 3-4 mm) ve kire¢ kullanilmustir.

Cizelge 3.4. Geri devirli akiskan yatakli reaktorlerin isletme kosullari

Kolon 1 Kolon 2 Kolon 3
Proses Ototrofik Ototrofik Miksotrofik
Tastyict madde Kiikiirt/Kiregtast Kkirt Klkurt

(1)

NO;-N (mg/L) 50-100 50-100 50-100
HRT (saat) 12 12 12
Bikarbonat (mg/L - 500 -
CaCO0y)
Metanol (mg/L) - - 85-175
DOC (mg/L) 32-65
Geri devir Debisi 57000 57000 57000
(mL/glin)

3.5.  Besin Cozeltisi

Besin ¢Ozeltisinin  hazirlanmasinda kuyu suyundan temin edilen musluk suyu

kullanilmistir. Musluk suyunun 6zellikleri Cizelge 3.5’de verilmistir.

Musluk suyuna calisma kosullarma gore farkli miktarlarda 25-100 mg/L NOs-N ve
mikrobiyal aktiviteyi desteklemek icin, verilen NO3-N miktarinin 1/5°i oraninda PO4-P
eklenmistir. Anoksik kosullarin saglanmasi i¢in besleme ¢ozeltisine azot gazi verilmis ve

giinliik olarak hazirlanmistir.
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Cizelge 3.5. Kuyu suyundan temin edilen musluk suyu analiz sonuglari

Parametre Birim Analiz Sonucu
pH 7,67
fletkenlik (EC) pS/cm 450
Flortr (FI)) mg/L 0,20
Klorur (CIY) mg/L 5,3
Nitrat (NO3) mg/L 11,23
Siilfat ( SO,%) mg/L 10,75
Sodyum (Na®*) mg/L 2,61
Potasyum (K") mg/L 0,624
Magnezyum (Mg®") mg/L 24,08
Kalsiyum (Ca®") mg/L 56,53
Toplam sertlik (mg/L CaCO,) 240,32
Karbonat (CO3?) mg/L -
Bikarbonat (HCO3) mg/L 473

Numune Alma ve Hazirlama

analiz edilmistir.

ettirilmeden alinmis ve bekletilmeden analiz yapilmistir.
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Her bir boliimde reaktor ¢ikisinda haftada ti¢ kez NO3-N, NO»-N, stlfat, sulfur, pH, COK,
alkalinite ve sertlik 6l¢iimii i¢in numune alinmistir. Alinan numuneler 0.45um’lik siringa
filtreden geg¢irilmis ve buzdolabinda (+4 CO) saklanmistir. Arsenik i¢ceren numunelerde ise

0.22 pm’lik siringa filtre kullanmilmistir. Siilfiir analizinde, numune havayla temas

Besin ¢ozeltisinden ise her hazirlanista NO3-N, NO,-N, SOy, ¢6ziinmiis organik karbon
(COK), pH, alkalinite ve sertlik analizi i¢in numune alimmistir. Sivi yer degistirme
yontemiyle Olculen gaz miktari, asagidaki denkleme gore hesaplanan teorik olarak iiretilen

gaz miktari ile karsilagtirilmistir (Moonve ark., 2008). Alinan numuneler haftalik olarak



TeorikN gaz tiretim hizi (mL/giin) = giderilen NO3

224 mL Temp( °K)

—  Nkons. (mg/L
ons. (me/ L)X = e X 77315 (°K

x debi L/giin)

3.7. Analiz Metotlar1

Calismada performans kriterleri asagida verilen parametrelere gore belirlenmistir.

37.1. pH

Thermo Orion 5 Star pHmetre ile hem giris hem de ¢ikis suyunda olgiilmiistiir. Kukirt
yataga farkli oranlarda eklenen CaCOjz; velveya HCOg; ile reaktorlerde disik pH
degerlerinin onlenmesi amaclanmistir. Bu nedenle ¢ikis suyunda pH giinliik olarak takip

edilmistir.
3.7.2.  Sicakhk

Tiim deneysel calismalar boyunca reaktorler oda sicakliginda (20+2 C°) isletilmistir.

Sicaklik reaktorler Uzerine monte edilebilen dijital termometre ile kontrol edilmistir.

3.7.3. Alkalinite

Alkalinite, suyun asit notralizeedebilme kapasitesidir. Alkalinite, 6ncelikle sudaki
karbonat, bikarbonat ve hidroksil igeriginin bir fonksiyonudur. Ototrofik denitrifikasyon
caligmalarinda tiim reaktorlere pH kontrolii igin eklenen CaCO3; ve HCO3; sonucu suda

alkalinite olusmaktadir. Cikis suyunda alkalinite, standart metotlara gore Ol¢lilmiistiir
(APHA, 2005).

Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler

Standart sulfirik asit ¢ozeltisi, 0,1 N: 2,8 ml derisik asit litreye tamamlanir. Bu ¢dzeltinin

her ml’si 5 mg esdegerdir.

Standart stlfirik asit ¢ozeltisi, 0.02 N: 200 ml 0,1 N H,SO4 ¢ozeltisi litreye tamamlanir.

Bu ¢ozeltinin her m1’si 1 mg CaCOgs'a esdegerdir.

Metil oranj indikatori: 100 mg metil oranj tozu 200 ml distile suda ¢6zulir.
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Fenol Ftalein indikatord: 1 gr fenol ftalein disodyum tuzu 6nce 100 ml alkolde ¢ozilur ve
100 ml distile su ilave edilir.

Deneyin yapilisi

Calismada tiim analizlerde 20 mL numune kullanilmistir. Numune 0,1 N H,SO, standart
cozeltisi ile dnce fenolftalein indikatorii (5 damla) esliginde kirmizi renkten renksize
doniinceye kadar titre edilir ve sarfiyati fenol ftalein alkalinitesi sarfiyati olarak kaydedilir.
Eger fenol ftalein indikatorii ilave edildiginde renk doniisiimii olmuyorsa, numunede fenol
ftalein alkalinitesi yoktur demektir. Bu kez ayni karisim {izerine metil oranj indikatorii (5
damla) ilave ederek burette kalan yerden titrasyona devam edilir. Portakal renginden

kirmiziya doniilen noktadaki sarfiyat toplam alkalinite sarfiyatidir.
Hesaplamalar

S.N 50000

Alkalinite ( mg CaC03/L) = ——

S: Standart titrasyon ¢ozeltisi sarfiyati, mL
N: Standart titrasyon ¢ozeltisi normalitesi (0,025 N)
3.7.4. Toplam sertlik analizi

Icme sularinda sertlik suyun kalitesi bakimindan 6nemli bir parametredir. Sertlik sudaki
kalsiyum ve magnezyum konsantrasyonlarinin toplami olarak ifade edilir. Sertlik karbonat
ve bikarbonat alkalinitesi toplamindan biiyiik oldugunda sertligin toplam alkaliniteye
esdeger kismi karbonat sertligi, geri kalan kismi ise karbonat olmayan sertlik olarak ifade

edilir.
Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler

Tampon Cozeltisi: 1,179 gr EDTA disodyum tuzu ve 780 mg MgSQO,.7H,0 veya 644 mg
MgCl,.6H,0, 50 ml damitik suda ¢oziiliir. Bu ¢ozeltiye 16,9 gr NH4Cl ve 143 ml derisik

NHj; ilave edilir, karistirilir, damitik su ile 250 ml ye seyreltilir.

Erio Chrome Black T Indikatérii: 0,5 gr Eriochorome black T (Eriochorome-Schwartz T)
ve 100 gr NaCl bir havanda ¢ok ince ezilerek karigtirilir.
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Standart EDTA c¢ozeltisi: (0,01 M veya 0,02 N) Bunun i¢in EDTA etiivde 80 °C’de 2 saat
stireile kurutulur ve desikatdrde sogumast icin bekletilir. Bu maddeden duyarli olarak
3,7224 g tartilip 1 L lik balon jojeye konur. Once az miktarda damitik suda ¢oziiliir, daha

sonra litreye tamamlanur.

Hazirlanan EDTA ¢0zeltisinin normalitesini belirlemek icin birincil standart bir maddeye
kars1 ayarlanmasi gerekir. Birincil standart madde olarak 110 °C’de kurutulmus saf
kalsiyum karbonat kullanilir. Kalsiyum karbonat, kalsiyum kloriir ¢dzeltisine
doniistiiriilerek kullanilir. Bunun i¢in 1 gram dolayinda duyarli olarak CaCOj tartilir, 250
ml’lik bir beher alinir. Buna 10 ml saf su ve 5 ml 6 M HCI eklenip beherin agzi hemen
kapatilir. Tamamen ¢6ziinme saglandiktan sonra ¢ozelti litrelik bir balon jojeye aktarilir.

Beher saf su ile yikandiktan sonra litreye tamamlanir.
Bu ¢ozeltinin normalitesi agagida verilen formiilden hesaplanir.

_ tartilan(g). 1000 _ tartilan(g). 10°

N _ =
CaCO3 Ca(2:03 .V (mL) 50,04.V (mL)

Bu ¢ozeltiden 25 ml’lik 6rnekler alinir. Bunlara 0,5 ml 6 N NHs, 1 ml tampon ¢06zeltisi ve
25 mg dolayinda toz indikator( veya 5-6 damla indikator ¢ozeltisi ) eklenir. EDTA ile gok

mavisi oluncaya kadar titre edilir. EDT A’nin normalitesi hesaplanir.

Ncacos- Veacos,

NE =
pTA Veaco,

Deneyin yapilist

Tum analizlerde 20 mL numune kullanilarak EDTA ile titrasyon yapilmistir. Bulunan

EDTA sarfiyat1 ile asagidaki formiilden toplam sertlik hesaplanmustir.

Hesaplamalar

CaCOj

.1000

Numune hacmi (mL)

. Vepra - NEpTa -
Toplam Sertlik(ppmCaCO3) =
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3.7.5. Sulfur Tayini

Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler

Bakir siilfat ¢ozeltisi: 50 mM CuSO,. 5H,0 ve 50 mM HCI 500 mL safsuya eklenir ve 1

L’ye tamamlanir.
Deneyin yapilisi

Analiz edilecek numune 40 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. UV spektrofotometre 480 nm’ye
ayarlanir. 1 mL saf su igerisine 4.5 mL bakir siilfat ¢ozeltisi konulur. Cihaz safsu ile
stfirlanir. Santrifiij edilen numuneden 1 mL alinir ve hava almas1 dnlenerek igerisine 4,5
mL bakir siilfat ¢ozeltisi konulur. 480 nm’de absorbans degeri okunur (Cord-Ruwisch,
1985).

Silfur (mg/L) = Absorbans x 154,62 x Seyrelme orani

3.7.6. Nitrat, Nitrit ve Sulfat Tayini

Denitrifikasyonun gerceklesmesinin gozlemlenmesi ve nitrat gideriminin belirlenmesi i¢in
cikis suyunda rutin NO3-N, NO,-N ve SO4 analizleri 1CS-5000 model Iyon Kromatografi
Cihazinda (Dionex, Sunnyvale, CA, ABD) analiz edilmistir. Cihaz, ASRS-300 (4mm)
supresér, iletkenlik dedektorii, fonPac® AG9-HC (4X50mm) guard ve AS9HC (4x250mm)
analitik kolonlara sahiptir. Analizlerde kullanilan eluent (9 mM Na,CO3) cihazdan 1mL/dk
debide gegirilmektedir. Cihaz igin kullanilan yontem ile tek analizde tim anyonlar
oOl¢iilebilmektedir. Olusturulan kalibrasyon cozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon egrileri
kullanilarak numunedeki anyonlarin konsantrasyonlart ppm veya mg/L olarak

Olculebilmistir.
3.7.7. TCOK (Toplam Coéziinmiis Organik Karbon) Tayini

Calismadabesin ¢0Ozeltisinde ve aritilmis ¢ikis suyunda kalinti mikroorganizma veya
organik maddelerin belirlenmesi igin Toplam Organik Karbon (TOK) Olgiim Cihazi
(TeledyneTekmar Company, Mason, Ohio, ABD) kullanilmigtir. Numuneler analiz
edilmeden 0Once 0,45 pm filtreden gegirilerek saklanmistir. Cihaz kalibrasyonu i¢me
sularinda TOK degeri baz alinarak yapilmis ve TOK kalibrasyonu i¢in 10 ppm’lik stok ¢ozelti

hazirlanmas1 Ongorilmiistir. Bu ¢ozeltinin  hazirlanmasinda potasyum hidrojen fitalat
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(KHCgH404) kullanilmistir. Kalibrasyon, numunelerin TOK degerindeki degisimlere karsi
0,1-1 ppm, 1-10 ppm ve 5-50 ppm araliginda yapilmistir.

3.7.8. Arsenik tayini

Arsenik ¢alismalarinda arsenik analizleri Perkin ElImer ICP-OES Optima 2100 DV (Perkin
Elmer Inc. USA) cihaz1 ileyapilmistir. Cihaz, arsenigi kuru yontemle hidriir sistemi ile

okumaktadir.
Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler

Sodyum borohidrir ¢ozeltisi (% 0,2 w/v) : 2 gr NaBH,4 ve 0.5 gr NaOH tartilir damitik

suda ¢oziillip balon joje’de 1000 ml’ye tamamlanur.

HCI c¢ozeltisi (% 5 v/v) : 50 ml konsantre HCI alinir ve balon jojede 1000 ml’ye

tamamlanir.

Potasyum iyodiir ve askorbik asit ¢ozeltisi ( % 5 w/v) : 5 gr KI ve 5 gr Askorbik asit tartilir

balon joje’de 100 ml ye tamamlanur.

Standartlarin Hazirlanmas1:50-1000 pg/L konsantrasyonlari arasinda arsenik olgiimleri
yapilmistir genis konsantrasyon araliginda c¢alisildigindan her bir boélim i¢in ayn
kalibrasyon hazirlanmistir. Antimon ve Arsenik karma standartlar1 hazirlandiktan sonra

seyrelmeler % 5 HCI ¢ozeltisi ile yapilmstir.

Numunelerin Hazirlanmasi: Numuneler % 5 HCI igerecek sekilde hazirlanmis, seyrelme

ise % 10 HCI ¢ozeltisi ile yapilmistir.

Tum standartlara ve numunelere 1 ml Kl+Askorbik asit ¢ozeltisi ilave edilir ve 20 —45 dk.

Bekletilir ve hidrur sisteminde okutulur.
3.7.9. Mikroorganizma populasyonunun belirlenmesi

Deneysel calismalar siiresince reaktorlerde her bir bolimde mikroorganizmalar farkli
ortam kosullarina maruz kalmistir. Bu degisikliklerin mikroorganizma popilasyonuna
etkisinin olup olmayacagi bilinmemektedir. Bu nedenle bu degisimin belirlenebilmesi
amaciyla DNA izolasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Denatiire Gradyan Jel

Elektroforezi (DGGE) ve Niukleotit yapilmistir. Reaktorlerden isletme kosullarinin
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degistigi durumlarda reaktorii temsil edecek bir noktadan ornekler alinmigs ve bu

orneklerden DNA izolasyonu yapilmustir.

3.7.9.1. DNA izolasyonu

Molekiiler biyoloji ¢alismalar1 ile kolon reaktorlerde, kesikli reaktorlerde ve AYR’de
kiikiirt yatakta bagl biiyliyen mikroorganizmalarin, DNA izolasyonu, ardindan da baskin
mikroorganizmalarin tiir tanimlama islemleri i¢in PCR, DGGE ve Nukleotit analizleri
yapilmustir. Reaktorlerde kiikiirt yatagin 4 farkli noktasindan alinan mikroorganizma
popiilasyonundan Genomic DNA/Izolasyonu Kit el kitabmma gore uygun prosediirler
(hiicrelerin  yikimi, hiicre duvar kirmmtilar1 ve istenmeyen organik maddelerin
uzaklastirilmasi, DNA eldeki gibi) uygulanarak izole edilmistir. DNA izole edildikten
sonra konsantrasyonu NanoDrop 2000 (Thermo Sci. USA) ile 6l¢iilmiistiir.

3.7.9.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Tiir tanimlama ¢aligmalarinin ikinci adimi olan PCR ile korunmus 16S rRNA gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi ve bakterilerin tanimlanmas1 amaglanmistir. izole edilen ribozomal

DNA’nin 16S rRNAbéIgesi,338f (GC clamp, 5 CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTC

CCGCCGCCCCCGCCCGCTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3) ve 907r (5-
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3) (iontek, Istanbul, Turkiye) primerleri kullanilarak
cogaltilmistir (Moon ve ark., 2010). PCR ¢ogaltma islemi PCR Thermocycler (Eppendorf,

Hamburg, Almanya) cihaz ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.6’de yer alan bilesim PCR ¢alismalarinda kullanilmistir. Calismada kullanilan
PCR kosullar1 Sekil 3.5.°de verilmistir. Verilen kosullardaki dongli sayis1 30 olarak
secilmistir (Ozkaya ve ark., 2007). Elde edilen PCR iiriinlerinin dogrulanmasi i¢in PCR
urinleri agaroz jelde (% 1), TBE (1x) tampon kullanilarak 120 Voltta 100 dakika
elektroforez edilmistir (Sub-CeII® Model 96, BioRad, Hercules, CA, ABD).
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Cizelge 3.6. PCR igerigi

Kimyasallar

PCR icin belirlenen miktar (uL)

(1 6rnek igin)

dNTP (10mM) 1
MgCl, (25mM) 6
Tampon Cozelti (10x) NaSO, 10
BSA(20mg/mL) 2
Taq DNA Polimeraz 0,6
338F 0,2
907 R 0,2
DNA 5
Dionize su 75
Toplam hacim 100 uL
& ¥ 5 <4
b E E
3 3
On Denatiirasyon Denatiirasyon
95 C° (5 dk) 94C° (30 sn)
Uzama
=
g 72 C° (2 dk)
- Baglanma
60 C° (1 dk)
30X
Zaman

Sekil 3.5. PCR ¢alisma kosullari
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3.7.9.3. Denatire gradyan jel elektroforezi (DGGE)

DGGE, ayn: biiytikliikte olan, ancak farkli niikleotit dizilerine sahip DNA fragmentlerinin
ayrismasini saglayan bir elektroforez ¢esididir. Ayn1 zamanda karisik bakteri kiiltiirlerinin
profilinin olusturulmasinda ve aralarindaki etkilesimleri goézlemleme olanagi saglayan,
basit ve hizli bir yontemdir. Bu yontem, farkli niikleik asit zincirlerine sahip fakat ayni
boyuttaki denatiire olmus DNA pargalarinin gradient bir jel tarafindan ayirt edebilmesi
esasina dayanmaktadir. DGGE tekniginde agaroz yerine poliakrilamid kullanilmaktadir.
Kullanilacak poliakrilamid, PCR iirlinlerinin elektroforez sonucunda goriilen bandin
molekiiler biiyiikligline gore %9’luk olarak hazirlanmistir. Denatiire edici gradyan olarak
tire ve formamid kullanilmaktadir. Bu denatiire edicilerin miktarlarinin farkli oranlarda
kullanilmas1 sonucu %40’lik ve %60°lik iki farkli gradyanda PCR iiriinleri elektroforeze
tabi tutulmustur (Cizelge 3.7).Bdylece numunedeki biyolojik ¢esitliligi direkt olarak
yansitan bantlar olusmaktadir. Olusan bant sayist baskin tiir sayisi, aynt zamanda
mikrobiyal toplulugun komposizyonu hakkinda bilgi vermektedir.Bu islem, Bio-Rad
Dcode Universal Mutation Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.6).

Elektroforez islemi 60 °C’de 100 Voltta 16 saat boyunca 1X TAE Buffer (40 mM Tris, 20
mm asetik asit, ImM EDTA,; pH 8.3) igerisinde gergeklestirilmistir.. Elektroforez islemi
sonucunda elde edilen jel (16x16 ebatlarinda) goriintillenmek tiizere Oncelikle 50 pL
etidyum bromiir/1000 mL saf su igerisinde 15 dk tutularak boyanmis ve jel goriintileme

sistemi ile jelin goriintiilenmesi saglanmistir(Ozkaya ve ark., 2007).

Denatiirant hazirlandiktan sonra 100pL %2’lik (0,2 gr/ImL) amonyum persiilfat (APS) ve
5 pL N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamide (TEMED) eklenmistir. Dokilen jel tarak
mesafesinin altinda birakilmistir ve izopropanol alkol kullanilarak diizlestirilmistir.
Yaklastk 2-3 saat jelin donmasi beklenmis sonra izopropanol alinarak taraklar
yerlestirilmis ve poliakrilamid jel yiizdesi 4 olarak hazirlanmis Cizelge 3.7.’de verilen

miktarlarda kimyasal igeren toplayici (stacking) jel ile doldurulmustur.

Staking jel hazilanmasinda 2,66 mL % 30 akrilamid/bis, 0,2 mL 50x TAE buffer 10 mL’ye
saf su ile tamamlanir. Son olarak staking jele 200 pL APS ve 6 pL TEMED eklenmistir.
Toplayici jelin amaci, tiim DNA 6rneklerinin jel i¢erisinde ayni anda kogsmaya baslamasini

saglamaktir. Bu amagla daha az yogun bir poliakrilamid icermektedir.
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Cizelge 3.7. Denatiirant miktarlar

Kimyasallar Birim %40 Denattrant Jel %60 Denatiirant Jel
Ure (@) 8,4 12,6

50X TAE Tris-acetate-EDTA)Buffer (mL) 1 1

%30 Akrilamid BIS (mL) 13,3 13,3
Formamid (mL) 8 12

Toplam Hacim (mL) 50 50

Sekil 3.6. DGGE Bio-Rad Dcode Universal Mutation Detection System(Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)
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Hazirlanan jele PCR firiinleri yiiklenerek 1X TAE tampon ¢0Ozeltisi iceren 60 °C
sicakliktaki elektroforez tankina yerlestirilmistir. Gii¢ kaynagi (PowerPacTM, Bio-Rad,
Hercules, CA, ABD) 16 saat 100 Volt olarak programlanmistir (Ozkaya vd. 2006).
Elektoforez tamamlandiginda jel 15 dakika etidyum bromir cozeltisinde bekletilmis ve
sonrasinda jelin fotografi jel goriintiileme cihazi (Transilluminator Infinity-1000, Vilber
Lourmat, MarnelaVallée, Fransa) ile ¢ekilmistir. Daha sonra goriintiilenen jelden UV 151k
altinda her bir Ornekte goriilen fakli bantlar kesilmistir. Kesilen bantlarin bant
biiyiikliigiinde olmasi1 ve fazla jel icermemesi 6nemlidir. Jelden kesilen bu bantlar 0,2
mL’lik PCR tiiplerine alinmus ve iizerlerine 35 pL dionize su eklenerek bir giin +4 C%de
buzdolabinda bekletilmistir. Bunun amaci kesilen bantlardaki DNA’nin suya ge¢mesini
saglamaktir. DGGE jelden elde edilen DNA’lar ¢izelge 3.5 ve sekil 3.5’de verilen
kosullarda PCR yapildiktan sonra yukarda belirtilen sekilde agaroz jelde elektroforez
yapilmis ve goriintiilenmistir. Bu PCR iiriinleri Niikleotit analizi yapilmak iizere -20 C*de

saklanmistir.

3.7.9.4. Nukleotit analizleri

Tir tanimlama isleminin son asamasini niikleotit analizleri olusturmaktadir. DGGE sonucu
elde edilen bantlar bir bistiiri yardimiyla kesilerek DNA dizi analizine gonderilmis
vekesilen her banda ait tiir tanimlanmasi yapilmistir. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan
dizi metodu Sanger tarafindan bulunmus olan “zincir-sonlandirma” metodudur. Ctnku bu
metot daha Oonceki metotlara gore daha etkin ve daha az toksik kimyasallar kullanimina
sahiptir. Bu metodun anahtar prensibi DNA zincir sonlandiric1 olarak dideoksiniiklotit
(ddNTP) kullanilmasidir. Bu metotta normal PCR’de, PCR tiipleri ic¢ine konulan
malzemelere ek olarak ddNTP’ler kullanilmaktadir. Bu ddNTP’lerin dNTP’lerden farki
deoksiriboz sekerlerinin 3. karbona bagli olan OH grubundan O uzaklastirilmistir ve bunlar
floresans 151k yayan bir maddeye sahiptirler. 3. karbonda sadece H atomunun bagli olmasi
bundan sonra bu ddNTP’ye bagka bir ANTP ya da ddNTP baglamamasi yani uzamanin
sonlandirilmasi demektir. Bu islemde kalip DNA’ya uygun olarak, primere ddNTP’ler ve
dNTP’ler baglanacaktir. islemin sonucunda ddNTP’ler, primerden sonra ilk niikleotit
olarak baglanacagi gibi, farkli sayida dNTP’lerin baglanmasindan sonra ya da biitiin
dNTP’ler baglandiktan sonra en son niikleotit olarak da baglanabilir. ddNTP’lerin
baglanmasi, ddNTP’lerin baglandig1 niikleotit yerine gore, DNA uzamasini sonlandiracagi
igin, farkli biiyiikliklerde PCR iiriinleri elde edilmektedir. Nukleotitsinde, kapiller
elektroforez sistemi ile kiigiik molekiil agirhigina sahip olan DNA fragmentlerinden biyuk
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olana dogru PCR drinleri, hizli bir sekilde bir dedeksiyon sisteminden gegirilir. Her bir
niikleotit ¢esidi i¢in kullanilan floresan madde farkli dalga boyundadir. Bu farkliliga gore,
cihazin yazilimi her bir niikleotiti farkli bir renkte gostererek, PCR drlnlerinin nlkleotit
dizisini belirlemistir. Nukleotit analizlerinin yapilmasi i¢in DGGE sonrast yapilan PCR
urunleri, primerlerle birlikte REFGEN (Ankara) firmasina gonderilmistir ve niikleotit

dizileri hizmet alim1 seklinde yapilmistir.
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4.  BULGULAR VE TARTISMA

Tezin laboratuar asamasinda gergeklestirilen deneysel ¢alismalarda elde edilen veriler bu
bolimde sunulmus ve tartisilmistir. Tez calismalart kikiirt/kire¢ oraninin, grantil
kiikiirdiin, HRT’nin, nitrat konsantrasyonunun ve arsenigin denitrifikasyona etkilerini
incelemek amaciyla yapilmistir. Deneysel veriler ve elde edilen bulgular asagida

tartisilmagtir.

4.1. Kiikiirt Bazhi Ototrofik Denitrifikasyon Performansina Kikirt ve CaCOs;

Oranmn, HRT ve NO3-N konsantrasyonun EtkKisi

Tez calismalarinda birinci boliimde 3 adet cam kolon reaktér kurulmus ve her biri daha
once belirtilen oranlarda (1/1, 2/1, 3/1)toz kikirt/CaCOg ile doldurulmustur (Sekil 3.1).
Kullanilan dolgu malzemelerinin kiiciik partikiil boyutu ile yiizey alami artirilarak,
denitrifikasyon ve kikurtun stlfata oksidasyonu hizlandirilabilecegi bildirilmistir(Moon ve
ark., 2006). Bu nedenle ¢alismada kiigiik partikiil boyutuna sahip elementel kiikiirt ve
CaCO; kullanilmistir. Denitrifikasyon bakterilerinin olusmast ve ortam kosullarina
adaptasyonu icin reaktorler 1 ay boyunca HRT 24 saat olarak isletilmistir. Adaptasyon
stiresi sonunda cam kolon reaktorler ototrofik denitrifikasyon kosullarinda 100 giin siireyle
7 agsama olarak isletilmistir. Giris nitrat azotu (NO3-N) konsantrasyonu 25 mg/L’de sabit
tutulmus, HRT degeri 12 saatten 3 saate kademeli olarak diisiiriilerek, optimum HRT
degerinin belirlenmesi amaglanmis ve reaktor performans: irdelenmistir. Optimum HRT
degerinin belirlenmesinden sonra ise sabit HRT’de farkli nitrat konsantrasyonlarinin

denitrifikasyona etkisi gdzlemlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Siirekli akigli kolon reaktorlerdeki isletme kosullar

Asamalar 1 2 3 4 5 6 7

Gin 0-15 15-30 30-45 45-62 62-75 75-87 87-100
NO3z-N (mg/L) 25 25 25 25 50 75 100
HRT (sa) 12 9 6 3 3 3 3

Nitrat Yikleme
0.050 0.066 0.100 0.200 0.400 0.600 0.800
(gNO3-N/(L.gun))
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4.1.1. Farkh HRT degerlerinin denitrifikasyona etkisi

4 asamadan olusan c¢alismanin bu boliimiinde, giris nitrat azotu (NO3-N) konsantrasyonu
25 mg/L’de sabit tutulmus, HRT degeri 12 saatten 3 saate kademeli olarak diisiiriilerek,
optimum HRT degerinin belirlenmesi amaglanmis ve reaktdr performansi irdelenmistir
(Cizelged.1. ve Sekil 4.1). ilk asamada 0,05 g NOs-N/(L.giin) nitrat yiiklemesi yapilmistir.
Farkli kiikiirt/CaCOg3 oranlarmma sahip her 3 reaktdrde de denitrifikasyonun %100
tamamlandig1 tiim nitratin nitrifiye oldugu goriilmiistiir. Ikinci asamada HRT 9 saate
diistirilmiis ve nitrat yiikleme oran1 0,066 NO3-N/(L.giin)’ne yiikseltilmistir. Bu asamada
tim reaktorlerde Sekil 4.1A’da goriilebilecegi gibi verilen nitratin % 100 nitrifiye oldugu
goriilmiistiir. Ugiincii ve dordiincii asamada da nitrat yiiklemesi birinci asamanin sirasiyla 2
ve 4 katina c¢ikarilmasina ragmen nitratin tamamen giderildigi ve denitrifikasyonun
tamamlandig1 goriilmektedir. Bu, kiigiik partikiil boyutuna sahip kiikiirtiin denitrifikasyon
hizin1 artirmasiyla agiklanabilir. Zhang and Lampe (1999), farkli kikiirt/ kiregtas
oranlarinin denitrifikasyona etkilerini denemis 1/1, 2/1, 3/1 oranlarinda benzer sekilde
yaklasik %95 nitrat giderim verimi elde etmistir. Kirectast oraninin alkalinite {iretiminde
ve pH’in dengelenmesinde 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Kiregtagi oranimnin azaldigi
durumlarda pH’in diismesinin 5 kat daha fazla siilfat olusumuna neden oldugu

aciklanmistir (Zhang and Lampe, 1999).

Bununla birlikte kiikiirdiin ¢6ziintirliigiiniin denitrifikasyonun gerceklesmesini 6nemli
Olgiide etkiledigi bildirilmistir. Kesikli reaktorlerde farkli konsantrasyonlarda kiikdrt (O,
60.8, 121.6, 243.2, 486.4 mg/L SO) ile denemeler yapilmistir. Stokiyometrik esitliklere gore
266.6 mg/L NOsz’ni N2’ye indirgemek icin gerekli S° miktar1 121.6 mg/L’dir. Deney
sonuglarma gore 60.8 mg/L S% den yiiksek konsantrasyonlarda nitrit birikimi gdzlenmistir.

486.4 mg/L S° de ise NO3 tamamen N,’ye doniismiistiir (Sierra-Alvarez ve ark., 2007).

Elde edilen sonuglar incelendiginde her 3 reaktdrde kiikiirt/CaCOj3 oranindaki farkliligin,
HRT’nin degismesiyle denitrifkasyonun gerceklesme oraninda bir etkisi goriillmemistir

(Sekil 4.2).

Calismada, HRT 2 saate diisiirilmiis ancak reaktorlerde kiikiirt yatagin hareketlenmesi ve
isletme sorunlar1 nedeniyle bu asama tamamlanmanustir. Inilebilen en diisiik HRT degeri 3

saat secilerek bir sonraki asamaya gegilmistir.
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4.1.2. Farkh NO3-N konsantrasyonlarinin denitrifikasyona etkisi

5. Asamada secilen optimumHRT degeri (3 saat) sabit tutulmus ve giris nitrat
konsantrasyonu 50 mg/L’ye c¢ikarilmistir. Nitrat yiikleme orami ise 0,400 g NOs-
N/(L.giin)’ne yiikseltilmistir (Sekil 4.2). Bu asamada yaklasik olarak %98 nitrat giderimi
elde edilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Nitrat gideriminin tiim reaktorlerde yaklasik olarak
ayni oldugu sOylenebilir. Bu asamanin sonuna kadar her {i¢ reaktdrde de kiikiirt/CaCO3

oraninin denitrifikasyon verimine etkisi gdzlenmemistir.

6. asamada HRT 3 saatte, giris nitrat konsantrasyonu 75 mg/L’ye ¢ikarilmistir. Bu asamada
Kolon 1°de 12 mg/L NO3-N ve Kolon 2’de ise 4 mg/L NOs-N nitrat birikimi gézlenmistir.
Asamanin sonuna dogru ise nitrat giderim veriminin diistiigii goriilmiistiir (Sekil 4.1 ve
4.2). Bu asamada nitrat giderimi sirasiyla kolon 1°de %93, kolon 2’de %97, kolon3’de
%98 olarak belirlenmistir. Caligmanin timii géz Oniine alindiginda, literatiirde yer alan
calismalara kiyasla elde edilen giderim verimlerinin oldukg¢a yiiksek oldugu goriilmektedir

(Cizelge 4.2).

7. asamada giris nitrat konsantrasyonunun 100 mg/L’ ye ¢ikarilmasiyla nitrat yiikleme
orant 0,800g NO3-N/(L.gun)’ne yiikselmistir. Bu asamada ¢ikis nitrat konsantrasyonu
yiikselmis ve denitrifikasyon veriminde oldukg¢a belirgin bir diisiis gézlenmistir. Nitrat
giderimi, Kolon 1’de %64, Kolon 2°’de %75 ve Kolon 3°de % 82 olarak gerceklesmistir.
Kikirt/CaCOgzoranimin etkisinin agik¢a goriildiigii bu asamada, en iyi giderim verimi 3/1
kikurt/CaCOgzoranina sahip olan Kolon 3’de goézlenmistir (Sekil 4.2). Benzer sekilde
Zhang and Lampe (1999) de, yaptiklar1 kiikiirt bazli ototrofik denitrifikasyon

calismalarinda optimum kiikiirt/kirectast oraninin 3/1 oldugunu bildirmislerdir.

Denitrifikasyon hizini smirlayan parametrenin kiikiirdiin  ¢ozliniirliigi oldugu iddia
edilmistir. Kiikiirt apolar bir mineraldir ve suda nispeten ¢oziinmeyen bir yapidadir. Suda
ki ¢oziiniirliigiiniin 20 C*de sadece 5 pg/L oldugu bildirilmistir (Ju ve ark., 2007). Bu
nedenle kiikiirt oraninin fazla oldugu reaktdrde denitrifikasyonun daha iyi gerceklestigi
goriilmiistiir. Bu durumda ¢6ziintirliigiin ve kiikiirt miktarinin verimi belirleyici parametre

oldugu savunulabilir.

Onceki ¢alismalarda belirtildigi {izere elementel kiikiirt ortamda var olan elektron alict
(NO3) tiikendiginde kimyasal tepkimeye ugrar ve siilfat olusumu devam eder (Luna-

Velasco ve ark., 2010). Nitratin %100 giderimi ve nitrit birikiminin olugsmamasi sonucu,
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ortamda elektron alic1 tiikkenmis verilen reaksiyon sonucu siilfat iiretimi devam etmis

olabilir (Reaksiyon 14). Cikista siilfiir olusumu da bu bilgiyi desteklemektedir.

4S° + 4H,0 - 3H,S+S0, +2H*

NO3-N ve NO»-N (mg/L)

S04 (mg/L)

Asamalar

(o]

o

o
1

600

400

200

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Zaman (Gtin)

(14)

Kolon 1 Nitrat-N
Kolon 2 Nitrat-N
Kolon 3 Nitrat-N
Kolon 1 Nitrit-N
Kolon 2 Nitrit-N
Kolon 3 Nitrit-N
Giris Nitrat-N

Kolon 1 Sulfat
Kolon 2 Sulfat
Kolon 3 Sulfat
Kolon 1 Teorik
Kolon 2 Teorik
Kolon 3 Teorik
Giris Siilfat

Sekil 4.1. Kolon reaktorlerde giris ve ¢ikis NO3-N, NO,-N, siilfat degisimleri
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Cizelge 4.2. Literatiirde yer alan kiikiirt bazli ototrofik denitrifikasyon proseslerinin kiyaslanmasi

Reaktér Tipi Dolgu Maddesi HRT Nitrat Yiikleme Oram  Nitrat Giderim Hizi Referans
ve Oram (saat) (kg/m®.d) (kg/md.d)

Gegirgen reaktif bariyer sistemi  Kiikiirt/Kirectast Moon ve ark.,

12 0.120 0.108

3/1 (2004)
Graniil Kiikiirt/Kiregtasi

Sabit yatakli kolon reaktorler 6 0.204 0.190 Zhang, (2004)
2/1

Stirekli akigl reaktor Kiikiirt/Kiregtasi 15 0201 0279 Alvarez ve ark..
11 ' ' (2007)
Kikirt/ Granil

Siirekli akish reaktor Antrasit 42-2.1 0.12-0.24 0.114-0.23 gggg‘;e ark.,
1/1

Kolon reaktor Kiikiirt/Kirectasi/Aktif Karbon 1/1/1 155.6 0.08-0.214 0.064-0.171 (S;gﬂ')‘aya ve ark,

Stirekli akigl reaktor .

i Sun ve Nemati
Kokirt 3-0.4 0.42-0.58 0.30-0.41 (2012)
. ) N . . Han ve ark.,

Paket biyoreaktor Kukuirt —kire¢ seramik tagiyict madde 2-3.6 0.001-0.130 0,00098-0.128 (2012)
Kiikiirt/Kiregtast

Stirekli akigh reaktor 12-3 0.05-0.8 0.05-0.66 Tez galigmasi
1/1-2/1-3/1
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[ Nitrat yiikleme hizi
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0.4 - - 0.4

0.2 - - 0.2

Nitrat giderim hiz1 (g /(L.giin))
]
Nitrat yiikleme hizi (g /(L.giin))

Asamalar

Sekil 4.2. Strekli akigl kolon reaktorlerde kikirt / CaCOj3 oraninin denitrifikasyona etkisi

ve nitrat giderim hizlar1 (g/L.gun)

4.1.3. Kolon reaktorlerde pH, alkalinite ve sertlik degisimleri

Tez ¢alismalar siiresince giris ve ¢ikista pH degisimleri diizenli olarak belirlenmistir. Giris
pH degeri ortalama 7,9 civarinda seyretmistir. ilk iki asamada ¢ikis pH degerleri her 3
reaktorde de 7,5-8,0 araligindadir. Zhou ve ark. (2011), kiikiirt/kiregtas1 igeren
biyoreaktorlerde nitrit ve nitrat giderimi ¢alismislar ve HRT’nin 3 saat nitrat
konsantrasyonunun 10, 40, 70 ve 100 mg N/L oldugu kosullarda pH degerlerinin giriste 6
iken ¢ikista 7,5’a kadar yiikseldigini bildirmislerdir. Kiregtasinin ¢oziiniirliigiiniin yiiksek
olmasindan dolay1 iyi bir pH dengeleyici ve alkalinite saglayici oldugunu ifade etmislerdir.
Kiikiirt oksitleyen denitrifikasyon bakterileri i¢in en uygun pH 6 ile 9 arasindadir (Holt vd.,
1994). Tez caligmalarinda da tlim asamalarda gozlenen pH degerleri bu degerleri
saglamustir. 3. ve 4. asamada pH degerlerinin bir miktar diistiigii goriilmektedir (Sekil 4.3).
Ozellikle oran olarak kiregtasinin daha az oldugu, Kolon 2 (2/1) ve Kolon 3 (3/1) de pH
degerlerinde Kolon 1(1/1)’e kiyasla daha belirgin bir diisiis oldugu goézlenmistir. HRT nin
azalmasi ve debinin artmasi ile kire¢ tasimin hizli ¢6ziinmesi ve tretilen asit miktarinin
dengelenmesinin zorlasmas1 pH’da ki diisiisiin nedeni olabilir. 7. asamada reaktorler
arasindaki denitrifikasyon veriminin etkisi pH degerlerine de yansimistir. En yiiksek nitrat
giderim veriminin elde edildigi Kolon 3°‘de alkalinite ihtiyacinin artmasi ile kiregtaginin

hizli bir bigimde ¢oziindiigli, pH’in da belirgin bir bicimde diistiigli goriilmektedir.
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Ototrofik sartlarda 1 g NO3-N’in indirgenmesi 4.57 g CaCOj tiiketimine neden olmaktadir
(Sahinkaya ve ark., 2011). Calismada 1. asamada tiim reaktorlerde alkalinite degerlerinin
birbirine yakin oldugu gorilmektedir. 2. Asamada Kolon 1 ve Kolon 3 alkalinite
degerlerinden farkli olarak 2. Kolonda alkalinite de azda olsa bir artis gozlenmektedir.
Ayni1 kolonda 2. agsamada sertlik degerinin de artmasi bu kolonda kiregtasinin daha hizli
¢oziindiigiinii gostermektedir. 3. asamada Kolon 2’de alkalinitenin hizli bir sekilde
diisiisliniin nedeninin, artan debi ve azalan HRT (6 saat) ile kirectasinin ¢ozlinmesiyle
uretilen alkalinite, ototrofik denitrifikasyonda {iretilen asidi dengeleyememis olmasi olarak

distiniilebilir.

6. ve 7. asamalarda alkalinite degerlerinde gozlenen diisiis, Kolon 1 ve Kolon 2’de
benzerlik gosterirken, Kolon 3’de o6zellikle nitrat yiikleme oraninin 0,800 NOs-
N/(L.giin)’ne yiikseltildigi 7. asamada alkalinitenin hizli bir bi¢cimde distigi
goriilmektedir (Sekil 4.3). Yiiksek nitrat yiikleme orani ile tiiketilen alkalinite miktarinin
artmasi, kirectasinin ¢ozliniirliigiinii de artirmistir. Bu durum daha az kirectast oranina
sahip Kolon 3’de sertliginde hizli bir bigimde artmasi ile sonuglanmistir. En yiiksek nitrat
giderim veriminin elde edildigi Kolon 3’de nitrat giderimi, alkalinite, sertlik ve pH

degerleri arasindaki iligkinin net bir bicimde sonuglara yansidigi goriillmektedir (Sekil 4.3).

AlKalinite tedariki i¢in en etkili ve ekonomik yol kireg¢ tagi kullanimi olarak goziikmesine
ragmen, sinirlh ¢Ozlinme hizi, yiiksek nitrat yliklemelerinde gerekli alkaliniteyi
saglayamamasini da beraberinde getirmektedir (Oh vd., 2001). Alkalinite tiiketimi ve siilfat
iiretiminin yaninda kirectasinin ¢dzlinmesi sonrasi sertligin artmast da “kiikiirt-kirectasi
ototrofik denitrifikasyon” isleminin bir diger 6nemli dezavantajidir. Ortalama giris sertligi
250 mg/L civarindadir. Kire¢ tasmnin ¢dziinmesi ile ortaya c¢ikan Ca’ iyonlar cikista
sertligin artmasina neden olmaktadir. Heterotrofik ve ototrofik denitrifikasyon prosesinin
es zamanl olarak kullanildig1 miksotrofik proses kullanilarak iiretilen siilfat kontrol altina
almirken sertlik olusumu da azaltilabilir (Sahinkaya vd., 2011). Miksotrofik proseste
heterotrofik aktivite sonucu alkalinite Gretilmektedir. Uretilen alkalinite ile kire¢ tasimnin
¢oziinmesini azalttigindan sertlik olusumu da kontrol altina alinabilmektedir. Bu nedenle
caligmanin sonraki boliimlerinde bu dezavantajlar1 elimine etmek icin alkalinite tedariki
icin bikarbonat ilavesi, siilfat {iretiminin azaltilmasi i¢in ise miksotrofik denitrifikasyon

kullanilacaktir.
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Sekil 4.3. Stirekli akish kolon reaktorlerde giris ve ¢ikista alkalinite (A), sertlik (B) ve pH

(C) degisimleri

69



4.1.4. Kolon reaktorlerde gaz olusumu ve COK parametrelerinin degerlendirilmesi

Kolon reaktorlerde azot gazi dlglimleri sivi yer degistirme yontemiyle Olciilmiistiir. Azot
gaz1 miktarinda ¢ok salinimli sonuglarin elde edilmesi, dolgu malzemesi olarak ¢ok kiiciik
partikiil boyutuna sahip kiikiirt ve kiregtasi se¢ilmesinin bir sonucu olarak iiretilen gazin
yatakta tutulmasi ve bir giin sonra birdenbire salinmasi olabilir (Sekil 4.4). Benzer sekilde,
denitrifikasyon prosesi sirasinda iiretilen azot (N2) gazinin bir kisminin 6zellikle yukari
akigh reaktorlerde kolonun destek malzemesinde tutuldugunu Moon ve ark., (2008) de
belirtmistir. Gazin reaktorde bu sekilde hapsedilmesi denitrifikasyon verimini, kutle

transferinin sinirlamasi yiiziinden diisiirebilir.

Calismada tiim safhalarda giris ve ¢ikista ¢oziinmiis organik karbon konsantrasyonlari
izlenmistir. Reaktorlere organik madde girisi olmadigindan ¢ikista gorilen COK
konsantrasyonunun mikroorganizmadan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ilk iki safhada
dolgu malzemesinin hareketli olmasi ve ¢ikisa bakteri kagmasindan dolayr COK
degerlerinde bir artig goriilmektedir. Bu artis aynt zamanda Olii bakterilerin
parcalanmasiyla aciga cikan organik madde varlifindan da kaynaklanabilir. Yatagin
oturmasi ve bakteri kagisinin 6nlenmesi ile COK degeri 5 mg/L'nin altina diigmiistiir (Sekil

4.5).

Asamalar
1 2 3 4 5 | 6 | 7
| | . @ Kolon1l
| | O  Kolon2
v | V¥ Kolon3
0

——— Kolon 1 Teorik
- Kolon 2 Teorik
——— Kolon 3 Teorik

Gaz Uretimi (mL/day)

20 40 60 80 100

Sekil 4.4. Stirekli akish kolon reaktorlerde gaz 6l¢timii
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Sekil 4.5. Siirekli akisl kolon reaktdrlerde COK degisimi

4.2.  Kesikli Reaktorlerde Denitrifikasyon Kinetiginin Belirlenmesi

Calismanin bu bolimiine 100 mL hacimli kesikli reaktorlerde NO3z-N ve NO,-N

kinetiginin belirlenmesi i¢in ¢aligsmalar yiirtitiilmiistiir.

4.2.1. NOgs-N kinetiginin belirlenmesi

[k olarak reaktdrlerden alinan mikroorganizma 150 mL’lik kesikli reaktorde paralel olarak
50 mg/L NOs3-N’ igeren besin ile ortam kosullarina adapte edilmistir (veriler
gosterilmemistir). NOsz-N tamamen tukenene kadar kesikli reaktorlerden numune
alinmistir. Adaptasyonu saglanan mikroorganizma 12 adet paralel calistirilacak kesikli
reaktorlere esit miktarda eklenmistir. Kukirt/CaCO3 orani 1/1 olarak ayarlanmis ve farkli
NO3-N baslangi¢ konsantrasyonlarinda giderim hizi belirlenmeye ¢alisilmistir (Sekil 3.3).
NO3-N konsantrasyonu 10-15 ve 25 mg/L olan reaktorlerde denitrifikasyon bir giinde
tamamlanmis ve glin sonunda NO3z-N tamamen giderilmistir. Denitrifikasyon siiresince
reaktorlerde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda kisa siireli NO2-N birikimi gézlenmis ancak
NO3-N’le birlikte NO,-N’de tamamen giderilmistir (Sekil 4.6). 10-25 mg/L arasinda NOs3-

N igeren reaktorlerde baslangi¢ nitrat konsantrasyonlarmin farklt olmasina ragmen
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yaklagik 0,8 giinde biitiin nitrat ve nitritin tliketilmesi konsantrasyon arttikga hacimsel

giderim hizinin arttigini géstermektedir.

Reaksiyon hizlarinin konsantrasyona gore degisimi ileride ayrica tartisilacaktir. Baslangig
nitrat konsantrasyonlar1 50, 75 ve 100 mg/L NO3-N olmasit durumunda nitrat, nitrit ve
siilfat konsantrasyonundaki degisim ise Sekil 4.6’da sunulmustur. Konsantrasyonlarin
kademeli olarak arttirilmasina ragmen yaklasik olarak esit zamanlarda denitrifikasyon
prosesinin tamamlanmasi, baslangi¢ nitrat konsantrasyonu arttik¢a denitrifikasyon hizinin

da arttigin1 gostermekte olup, bu konu detayli olarak ileride tartisilacaktir.

Denitrifikasyon sirasinda reaktorlerdeki siilfat konsantrasyonu siirekli olarak artmis olup,
denitrifikasyonun  elementel-kiikiirt =~ bazli  ototrofik  denitrifikasyon  prosesiyle
gerceklestigini  gostermektedir. Her bir kesikli reaktdrde denitrifikasyon islemi
tamamlandiktan sonra iiretilen ve teorik olarak iiretilmesi gereken siilfat konsantrasyonlari

Cizelge4.3.’de ayrica kiyaslanmistir.
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Sekil 4.6. 10 (A), 15 (B) ve 25 (C) mg/L NOs-N konsantrasyonlarinda kesikli reaktorlerde
NOs-N, NO,-N ve SO, degerleri
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Sekil 4.7. 50 (A), 75 (B) ve 100 (C) mg/L NOs-N konsantrasyonlarinda kesikli reaktorlerde
NO3-N, NO,-N ve SO, degerleri
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Cizelge 4.3. Kesikli reaktorlerde farkli nitrat konsantrasyonlarinda iiretilen ve teorik olarak

hesaplanan sulfat konsantrasyonlarinin kiyaslanmasi

Nitrat konsantrasyonu Uretilen siilfat (mg/L)
(mg/L NO3-N) Olgiilen Teorik Deger
104 123 78
15 140 113
27 205 204
56 457 422
86 641 648
115 905 867

Cizelge 4.3.’de goriildiigi tizere kesikli reaktorlerde tiretilen siilfat konsantrasyonu genel
olarak teorik olarak uretilmesi gereken silfat konsantrasyonundan daha yiksektir. Bunun
nedeni ise; reaktorlerden numune alimi sirasinda reaktdre oksijen sizmasi ve elementel

kikiirtii siilfata oksitlemesi olarak diisiiniilmektedir.

Baslangic NOs-N konsantrasyonunun artmasiyla NOsz-N giderim hizinin da arttig
goriilmiistiir. Nitrat kinetiginin ¢alisildig1 kesikli reaktorlerde nitrit birikiminin olmadig:
gozlenmistir. Nitrit birikimi nitrat indirgenmesini sinirlayict etki yapmaktadir. Proje
biinyesinde yapilan ve yayimlanan ¢alismamizda (Sahinkaya ve ark., 2012), 25, 50 ve 100
mg/L baglangic NO3-N konsantrasyonunda kesikli deneylerde sirasiyla 2.8, 6.3 ve 20.3
mg/L NO2-N birikimi gozlenmistir. Daha 6nceki sonuglarda mevcut ¢alismada gozlenen
farkliligin nedenleri ise; denitrifkasyonun gerceklestigi ortam kosullar1 (sicaklik vs.) ve

mikroorganizma popilasyonundaki farkliliktan ileri gelmektedir.

Cizelged.4.’de her bir kesikli reaktor igin denitrifikasyon hizlari, bakteri konsantrasyonlari

ve spesifik denitrifikasyon hizlar1 verilmistir.
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Cizelge 4.4. Farkl1 baslangig nitrat konsantrasyonlarinda yapilan kinetik ¢alismalara ait

veriler
Kesikli Ortalama Bakteri  Nitrat indirgenme  Nitrat indirgenme
NO3z-N (mg/L)

Reaktor TN mg/L hiz1 mg/L/giin hiz1 mg/gVSS.giin
10a

10 43 11 33
10b
15a

16 65 15 28
15b
25a

27 50 29 74
25b
50a

56 44 28 81
50b
85a

86 44 35 99
85b
100a

115 51 50 120
100b

Reaktorlerde bakteri konsantrasyonlart 330-580 mg/L arasinda degismektedir. Nitrat
indirgeme hizlart ise 11-50 mg/L/giin arasinda degismekte olup baslangic nitrat
konsantrasyonuna baglh olarak degismektedir. Spesifik denitrifikasyon hizinin baslangi¢

nitrat konsantrasyonuyla degisimi de Sekil 4.8’de ayrica sunulmustur.
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Sekil 4.8. Spesifik denitrifikasyon hizi ile nitrat konsantrasyonunun degisimi

Sekil 4.8.°den goriildigli iizere nitrat giderim hizi baslangi¢ nitrat konsantrasyonuyla

dogrusal olarak degismektedir.

Spesifik nitrat giderim hizinin baslangi¢ nitrat konsantrasyonuyla degisiminin ayrica
Monod denklemi (denklem 13) ile ifade edilebilecegi de belirlenmis olup, deneysel veriler

ve verilere uydurulan Monod modeli Sekil 4.9.”de kiyaslamali olarak verilmistir.

_ 9mS
" Kg +S(14)

Denklemde;

q = Spesifik substrat tiikketim hiz1, mg/g.giin

gm = Maksimum spesifik substrat tiiketim hizi, mg/g.giin
Ks = Yar1 doygunluk hiz sabiti, mg/L

S = Substrat konsantrasyonu, mg/L
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Sekil 4.9. Kesikli reaktorlerde nitrat giderim hizinin nitrat konsantrasyonuyla degisimi ve

verilere uydurulan Monod modelinin kiyaslanmasi

Verilere Monod Denkleminin uydurulmasi i¢in SigmaPlot 11 kullanilmis olup, elde edilen

R, R? qgm Ve Ks degerleri asagida ayrica sunulmustur (Cizelge 4. 1).

Cizelge 4.5. Nitrat giderimi i¢in Sekil 4.9’de verilen Monod Modeline ait kinetik

katsayilari
Parametre Deger
R 0,97
R 0,95
Ks 49+2,6
Om 16427
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4.2.2.  NO2-N Kkinetiginin belirlenmesi

NO,-N kinetiginin ¢alisildig1 kesikli reaktorler NO3-N kinetigi ¢calismalariyla ayni sekilde
kurulmustur. Farkli NO,-N konsantrasyonlarinda (10, 15, 25, 50, 75, 100 mg/L) NO,-N
giderim hiz1 belirlenmis olup, Sekil 4.10 ve 4.11°’de zamana bagl olarak konsantrasyon
degisimleri sunulmustur. Nirtit giderimine paralel olarak siilfat konsantrasyonu artmistir.
Bu durum denitrifikasyonun elementel-kiikiirt bazli ototrofik denitrifikasyon prosesiyle
gergeklestigini gostermektedir. Baslangi¢ nitrit konsantrasyonu arttikga ftiretilen siilfat
konsantrasyonu da beklendigi gibi artmistir. Nitrit konsantrasyonlarinin 10-40 mg/L NO,-
N olmast durumunda nitrit giderimi bir gln igerisinde tamamlanmistir. Nitrit
konsantrasyonun 60 mg/L NO,-N ve iizerinde olmasi durumunda ise nitrit giderimi

baslangi¢ konsantrasyonuna bagli olarak 2,5-3,5 giin arasinda tamamlanmustir.
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Sekil 4.10. 10 (A), 15 (B) ve 25 (C) mg/L NO,-N konsantrasyonlarinda kesikli reaktorlerde
NO,-N ve SO, degerleri
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Sekil 4.11. 50 (A), 75 (B) ve 100 (C) mg/L NO,-N konsantrasyonlarinda kesikli

reaktorlerde NO,-N ve SO, degerleri
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Farkl1 nitrit konsantrasyonlarinda elde edilen veriler ayrica Cizelge 4.6.’da sunulmustur.

Cizelge 4.6. Farkl1 baslangig nitrit konsantrasyonlarinda yapilan kinetik ¢alismalara ait

veriler
Nitrat
Kesikli Ortalama Bakteri TN Nitrat indirgenme
NO5-N (mg/L) indirgenme hizi
Reaktdr mg/L hiz1 mg/gVSS.giin
mg/L/guiin

10a

12 436 13 29
10b
15a

21 412 20 48
15b
25a

40 561 18 32
25h
50a

58 367 26 71
50b
75a

80 258 33 127
75h
100a

109 416 48 116
100b

Farkli baglangic nitrit konsantrasyonlarinda gozlenen spesifik denitrifikasyon hizlarinin

nitrit konsantrasyonuyla degisimi de ayrica Sekil 4.12.’de sunulmustur.

Sekil 4.12.°de goriildigli gibi, nitrit giderim hizi1 baslangic nitrit konsantrasyonuyla
dogrusal olarak artmistir. Elde edilen spefisik nitrit giderim hizlar1 verilerine Monod

Denklemi uygulansa da R? degeri diisiik ¢ikmus (0,86) olup veriler gosterilmemistir.
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Caligma sonuglarinda NO2-N giderim hiz1 ile NO3-N giderim hizinin birbirine ¢ok yakin

oldugu belirlenmis olup nitrat ve nitrit giderim hizlar1 kiyaslamali olarak Sekil 4.13’de

verilmistir.
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Sekil 4.12. Spesifik denitrifikasyon hizi ile nitrat konsantrasyonunun degisimi
Sekil 4.13’de gozlendigi gibi nitrat ve nitrit hacimsel ve spesifik denitrifikasyon hizlarinin
birbirine yakin oldugu belirlenmistir. Sekil 4.6. ve 4.7.’de nitrat giderimi sirasinda nitrit

birikimi gézlenmemesi veya ¢ok diisiik konsantrasyonlarda nitrit gézlenmesi de elde edilen

sonuglart dogrulamaktadir.
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NO,-N veya NO,-N spesifik
giderim Hizlar1 (mg/(g.Vss.giin))

NO,-N veya NO,-N
giderim Hizlar1 (mg/L.giin)
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Sekil 4.13. Nitrat ve nitrit giderim hizlarinin kiyaslanmasi

84



4.3. Kolon Reaktorde Miksotrofik Denitrifikasyon Kosullarinin Olusturulmasi

Tez calismalarinin bu boliimiinde 6nceki boliimlerde kullanilan ii¢ adet kolon reaktoriin
dolgu yatak malzemeleri graniil kiikiirt ve kireg ile degistirilmistir. Dolgu yatak olarak 1,5-
4mm capinda graniil kiikiirt ve kire¢ kullanilmistir. Kolon 1,1/1 oraninda graniil kiikiirt ve
kireg, Kolon 2ve 3ise sadece kiikiirt icermektedir. Ilk iki reaktdr ototrofik olarak
isletilirken Kolon 3 miksotrofik kosullarda isletilmistir (Cizelge 3.2). Reaktorler isletmeye
alindiktan sonra ilk 4 asama boyunca Kolon 1 ve 2 ototrofik kosullarda isletilmistir. Kolon
3’de ise miksotrofik kosullarin olugmasi i¢in gereken organik madde (metanol) miktarinin
belirlenmesi amacglanmistir. Bu siire boyunca metanol konsantrasyonu 50 mg/L’den
baslanarak yiikseltilmis ve heterotrof bakterilerin ¢ogalmasi ve heterotrofik kosullarin
olugsmasi1 beklenmistir. Verilmesi gereken metanol konsantrasyonu, ¢ikis siilfat
konsantrasyonunun izin verilen degerin (250 mg/L) altina diistiigii goriilene kadar
artirtlmistir. Sisteme 100 mg/L metanol konsantrasyonu verildiginde ¢ikis siilfat degerinin
yaklagik 200 mg/L ye kadar diistiigii goriilmiistiir. Boylece metanol konsantrasyonu biraz
azaltilmis ve 85 mg/L metanol verildiginde hem siilfat konsantrasyonu 250 mg/L’ nin
altina diismiis hem de giris ve ¢ikis alkalinite degerlerinin birbirine yaklasik olarak
esitlendigi goriilmistiir (Sekil 4.17 ve 4.18). Buna goére miksotrofik kosullarin 0,64
COK/NO3-N oraninda gergeklestigi ortaya konmustur.

Tek basina heterotrofik denitrifikasyonda COK/NO3z-N oranit organik madde olarak

metanol kullanildiginda asagida verilen reaksiyon 15’e gore 0,71 olmaktadir.
CH30H + 6NO3 — 3N, + 7H, O + 5C0O, + 60H™ (15)

Ototrofik denitrifikasyon heterotrofik denitrifikasyon ile birlikte gerceklestiginde ise bu
degeri 0,75 olarak elde etmislerdir (Zhou ve ark., 2011).

Sahinkaya ve Dursun (2012) yaptiklar1 benzer bir ¢alismada 4 saat HRT’de ve 0,45 g NOs-
N/L.giin nitrat yiiklemesinde bu degeri 0,74 olarak belirlemislerdir.

Tez calismalarinda elde edilen sonucglara gore, daha diisiik organik madde yiiklemesiyle

miksotrofik kosullar saglanabilmistir.

Bu asamadan sonra miksotrofik kosullarin olustugu diisiiniilerek elde edilen kosullarda

reaktorlerigletilmeye devam edilmis ve sisteme arsenik verilmeye basglanmistir.
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4.4. Kolon Reaktorlerde Arsenigin Denitrifikasyon Performansina Etkisi

5. asama ile birlikte her {i¢ kolon reaktore baslangi¢ arsenik miktar1 20 pg/L olacak sekilde
arsenik verilmeye baslanmistir. Reaktorlerin isletim kosullar1 Cizelge 4.7°de verilmistir.
Icme sularinda izin verilen deger 10 pg/L’dir. Ancak son yillarda igme sularinda gériilen
arsenik miktarinda ciddi bir artig s6z konusudur. Bu nedenle ¢aligsma, izin verilen arsenik
miktarinin hemen tiizerinde bir degerle baslanarak genis bir aralikta slirdiirilmiistiir. Bu
bolumde arsenik konsantrasyonu 20-100-200-500 ve 1000 pug/L olarak belirlenmistir. Sekil
4.14°de goriildiigii gibi 5. asamada denitrifikasyon, verilen arsenikten etkilenmezken,
arsenik konsantrasyonunun 20 pg/L’den 100 pg/L’ye ¢ikarilmastyla 6. asamanin ilk birkag
guninde nitrat giderim veriminin diistiigii goriilmektedir (Sekil 4.14 ve 4.15). Ancak
devam eden siiregte sistem, artan arsenik konsantrasyonuna adapte olmus ve

denitrifikasyon hiz1 artmistir.

9. asamaya kadar artan arsenik konsantrasyonunda, her ii¢ reaktorde de birbirine yakin

sonuglar elde edilmistir ve % 95’in iizerinde denitrifikasyonun gergeklestigi goriilmiistiir.

10. asamayla birlikte arsenik konsantrasyonu 1000 pg/L’de sabit tutularak nitrat
konsantrasyonu 100 mg/L’ye yiikseltilmistir. Burada amag¢ artan arsenik Yytklemelerini
tolere edebilen sistemde, nitrat ylikleme hizi artirildiginda denitrifikasyonun ne olgiide
etkilenecegini  gormektir. 10. asamada Sekil 4.14’de de gorildugi gibi
denitrifikasyonperformansinin = %50 diismesinin  kiikiirdiin = ¢0zlniirliigiiniin  yeterli
gelmeyisinden ve arsenigin etkisinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ik béliimde 100
mg/L nitrat konsantrasyonunda nitrat yiikkleme oran1 0,8 g NOs-N/L.gun iken
denitrifikasyon verimi Kolon 1°de % 64, Kolon 2°de % 75 ve Kolon 3’de % 82 olarak
gerceklesmistir. Bu boliimde ise 10. asamada nitrat yiikleme orani 0,29 NOs-N/L.gun
olmasma ragmen ayni performans elde edilememistir. Bu durumun graniil kiikiirdiin
¢Oziiniirliigiiniin diisiik olusu ve arsenigin mikroorganizmalar tizerinde ki toksik etkisinden

kaynaklandig1 diistiniilebilir.
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Cizelge 4.7. Siirekli akish kolon reaktor ve geri devirli AYR’lerin isletme kosullart

Asamalar 1 2 6 10 11 12 13
Gin 025 26-70 71- 100 101-120 121-160 161-195 196-225 226-236 237-250  278-329  330-358  359-388  389-437
NO,-N (mg/L) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 100 50 50 100
HRT (saat) 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Arsenite(ug/L) - - - - 20 100 200 500 1000 1000 1000 1000 1000
_ Kolon 3 50 75 100 85 85 85 85 85 85 175 85 85 175
e O
s >
[«}]
s E

. Kolon 3 18,82 2823 37,65 32 32 32 32 32 32 66 32 32 66
v
o >
o £

Kolon 2 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500

5 O
s R
2 (@}
g 4 Kolon 3 500 500 500 - - - - - - - - - -
m (@]

£
Nitrat Yiikleme 0.100 0100  0.100 0100 0100 0100  0.100 0.100 0.100 0.200 0.100 0.100 0.200

(gNO3-N/(L.gun))
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Sekil 4.14. Siirekli akisli kolon reaktor ve geri devirli AYR’lerde NO3-N, NO,-N ve silfat

degisimleri
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Sekil 4.15. Siirekli akisli kolon reaktor ve geri devirli AYR’lerde Nitrat Giderim ve
Yiikleme Hizi

11. asamayla birlikte nitrat konsantrasyonu tekrar 50 mg/L’ye diistiriilmiis ve reaktorlerin
performansi eski haline gelene kadar bu kosullarda isletilmistir. Kolon 1 ve kolon 3 hizl
bir sekilde eski denitrifikasyon performansii yakalarken (Nitrat giderim hizi 0,098 ve

0,093g/L.giin) kolon 2’de nitrat giderim hiz1 0,085g/L.giin olmustur (Sekil 4.15).

Arsenik ¢aligmalari ile ilgili literatiir incelendiginde biyoreaktorlerde arsenigin daha ziyade
absorpsiyon ozelligine sahip bir malzeme ile tutuldugu veya zararh bir formdan daha az

zararl bir forma doniistiiriilebildigi goriilmektedir.

Benzer biyoreaktorlerde elektron vericinin tiyosiilfat olarak kullanildigi, As(IIl) ve nitrat
iceren atiksu ile yapilan ¢alismalarda sadece arsenik igeren atiksuda arsenik biyokimyasal
bir degisime ugramazken nitrat ve arsenik (III) iceren reaktorlerde As(Ill)’iin, As(V)’e
dontistiigli goriilmiistiir. Nitrat elektron alicit olarak kullanilirken As(III)’tin % 92’sinin

As(V)’e oksitlendigi belirtilmistir (Sun ve ark., 2009).

Aktif karbonun kullanildig1 biyoreaktorlerde (BAC), nitrat ve arsenik heterotrofik olarak
giderilebilmektedir. Bu yontemle nitrat konsantrasyonu 50 mg/L’den 0,2 mg/L’ye kadar
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diismiistiir. Reaktorlerde olusan siilfiir demir siilfiirii olusturmus boylelikle arsenik demir
stilfiir ylizeyinde arsenik siilfiir olarak c¢okelmistir. Bu yontemle arsenik 200ug/L’den

20ug/L’nin altina distrilmistir (Upadhyaya ve ark., 2010).

4.5. AYR reaktorlerde Arsenigin Denitrifikasyon Performansina Etkisi

12. asamada kolon reaktdrler geri devirli akiskan yatakli reaktorler olarak isletilmeye
baglanmigtir. Her bir reaktér de c¢ikis suyu bir pompa yardimiyla reaktdr girisine
beslenmistir. Geri devir debisi giris debisinin 60 kat1 olarak c¢aligilmistir (Sekil 3.4 ve
Cizelge 3.3). Bu asamada calisma kosullar1 degistirilmeden sadece reaktorler geri
devrettirilerek geri devrin denitrifikasyona etkisi gozlenmeye calisilmistir ve 11.

asamadaki denitrifikasyon hizim1 giderildigi goriilmiistiir.

13. asamada ise 10. asama kosullarinda reaktorler, geri devirli olarak isletilerek performans
kiyaslanmistir. Ozellikle bu boliimde geri devirli akiskan yatakli reaktdrlerin isletme
performansinin, sabit yatakli reaktorlere gore ¢cok daha iyi oldugu agik¢a goriilmektedir.
10. asamada NOs-N konsantrasyonunun 100 mg/L’ye cikarilmasiyla yaklasik %50
oraninda bozulan denitrifikasyon verimi her 3 reaktérde de ayniyken, 13. asamada
reaktorler arasinda agikca goriilen bir fark ortaya ¢ikmistir. Miksotrofik kosullarda isletilen
kolon 3°de geri devirin denitrikasyona hizina etkisi Sekil 4.15.’de goriilmektedir. Burada
kolon 3’de en yiiksek denitrifikasyon hizi elde edilmistir ve bu deger 0,183 g/L.giin
olmustur. Kolon 1, 1/1 oraninda kiikiirt/kirectas1 igermesinden dolayr en az elektron
vericiye sahip olan reaktor olmasina ragmen geri devrin kiikiirdiin ¢oziiniirliigiine etkisi 13
asamada acik¢a goriilmiistiir. Kolon 2’de gozlenen diisiik denitrifikasyon hizinin (0,063
g/L.giin) nedeni ise reaktordeki mikrobiyal popiilasyon dinamiginde gozlenen degisimler

olabilecegi digiiniilmustiir.

Calisma siiresince reaktorlerde denitrifikasyon verimi izlenirken, hem giriste hem ¢ikis
numunelerinde arsenik konsantrasyonu da takip edilmistir. Arsenik verilmeye baslandiktan
sonra kademeli olarak artirilmistir ve igme sularinda goriilebilen maksimum Arsenik
konsantrasyonu olan 1000 pg/L’ye kadar yiikseltilmistir (Cizelge 1.3). Bu noktadan sonra
arsenik konsantrasyonu sabitlenmis ve nitrat konsantrasyonu artirilarak sabit yatakli ve

akigkan yatakli reaktorlerde denitrifikasyon verimi gézlenmistir (Sekil 4.14 ve 4.16).

5. asamadan 7. asamaya kadar tiim reaktdrlerde verilen arsenigin aynen c¢ikista da

gozlendigi goriilmektedir. Yani verilen arsenik herhangi bir biyokimyasal reaksiyona

90



girmeksizin, aritilmadan ¢ikmistir. Arsenik konsantrasyonunun 500 pg/L’ye c¢ikarildig: 8.
asamada, kolon 1 ve kolon 2’de herhangi bir degisiklik gbzlenmezken kolon 3’de ¢ikista
arsenik miktarinin % 50 oraninda azaldigi goriilmektedir. Ancak bu durum sadece bu
asamada sinirli kalmig ve tiim agamalar izlendiginde benzer sekilde salinimlar gézlenmisse

de genel itibariyle bir arsenik gideriminin gézlenmedigi acik¢a goriilmektedir (Sekil 4.16).

Asamalar
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w =
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Sekil 4.16. Siirekli akisli kolon reaktor ve geri devirli AYR’lerde giris ve ¢ikis arsenik

degerleri

4.6. Ototrofik ve Miksotrofik Kosullarda Kolon Reaktdrlerde Sulfat, Alkalinite ve

Sertlik Konsantrasyonlarinin Degisimi

Kolon reaktorlerde ototrofik kosullar altinda iiretilen siilfat konsantrasyonu ve teorik olarak
tiretilmesi gereken siilfat konsantrasyonu Sekil 4.13’de kiyaslamali olarak verilmistir.
Kolon 2’de elde edilen siilfat konsantrasyonlarinin teorik olarak iiretilmesi gereken degere
oldukg¢a yakin oldugu goriilmektedir. Kolon 1’de ise ilk 4 asamada gorilen yuksek stlfat
konsantrasyonlarinin reaktdre kontrol edilemeyen bir oksijen girisinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ancak sonraki asamalarda bu durum kontrol altina alinmis ve ¢ikis siilfat
degerlerinin teorik siilfat konsantrasyonuna olduk¢a yaklagtigi goriilmiistiir. Kolon 3 i¢in

hesaplanan teorik siilfat konsantrasyonu ototrofik kosullarda elde edilmesi beklenen
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degerlerdir. Bu reaktorde miksotrofik kosullarin olugsmaya basladigr 3. Asamadan sonra

stilfat konsantrasyonunun beklenen sekilde diistiigii gortiilmektedir (Sekil 4.13).

Metanol konsantrasyonunun 85 mg/L’de sabitlenmesiyle birlikte ¢ikigtaki siilfat
konsantrasyonu yaklasik olarak 235 mg/L’ye diismiistiir. Ototrofik denitrifikasyon
prosesiyle 50 mg/L NO3z-N denitrifikasyonu neticesinde yaklastk 400 mg/L sulfat
tiretilebilecegi hesaplanmistir. Organik madde ilavesiyle nitratin bir kismi heterotrof
bakteriler tarafindan kullanilmis ve boylelikle c¢ikis siilfat konsantrasyonu diismiistiir.
Uretilen siilfattan yola cikarak nitratin yaklasik %40’ min heterotroflar ve %60’nin da
ototroflar tarafindan giderildigi hesaplanmistir. Metanol ilavesiyle hem denitrifikasyon
performansi artmis hem de ¢ikis siilfat konsantrasyonu igme suyu standart degerlerine

indirilebilmistir.

Kolon 1’de alkalinite kaynagi olarak kire¢ kullanilirken, kolon 2 ve 3’de reaktdr girigine
alkalinite ve ototroflar i¢in karbon kaynagi olarak bikarbonat ilave edilmistir. Her iki
reaktorde de girigdeki alkalinite konsantrasyonu 500 mg/L CaCOj; civarindadir. Ototrofik
denitrifikasyon nedeniyle tiketilen alkalinite sonucunda kolon 2 ve kolon 3’de 1. asamada
reaktor cikisinda ortalama alkalinite konsantrasyonlart 300 mg/LL CaCOj; degerlerine
diismiistiir (Sekil 4.16.(A)). Asagida verilen reaksiyona gore 1 mg/L mg NO3-N giderimi
neticesinde 4,57 mg/L CaCOjs tiiketilmektedir.

555°+50N 05 +38H,0+20C0O,+4NH;" — 4CsH;0,N+5550,%+25N+64H* (16)

Kolon 3’de miksotrofik denitrifikasyon prosesinin baslamasiyla reaktor c¢ikisindaki
alkalinite konsantrasyonlar1 artmis 3. asamayla birlikte giris alkalinite degeri ile ¢ikis
alkalinite degeri esitlenmistir. Bu artisin nedeni ise metanol ilavesiyle heterotrofik

denitrifikasyonun ger¢eklesmesi ve denklem 17°de verildigi lizere alkalinite tiretilmesidir.
NO3+1.08CH30H+0.24H,CO3 — 0.056CsH;NO,+0.47N,+1.68H,0+HCO;  (17)

Bu asamadan sonra kolon 3’e giriste bikarbonat verilmemeye baslanmistir. Giris suyu
alkalinitesi ile birlikte heterotroflarin iirettigi alkalinite miktar1 ototroflarin alkalinite

thtiyacini karsilamaktadir.
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Sekil 4.17. Siirekli akisli kolon reaktor ve geri devirli AYR’lerde Alkalinite (A) , Sertlik

(B) ve pH (C) degisimleri
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Kolon reaktdrlerde ¢alisma boyunca cikista sertlik parametresi de kontrol edilmistir.
Ozellikle kolon 1°de alkalinite kaynag: olarak kire¢ kullanimi nedeniyle olusan Ca’cikista
sertligin ylikselmesine neden olmustur (Sekil 4.16.(B)). Bu nedenle giriste alkalinite
kaynagi1 olarak bikarbonat kullanimi kire¢ kullanimina karsi daha etkin goriilmektedir.
Ancak giriste kimyasal olarak verilen bikarbonatin ek maliyet getirecegi gbéz Oniinde
bulundurulursa kire¢ veya bikarbonat kullanimina gereksinim duymadan kendi iginde
alkalinite ihtiyacim1 karsilayabilen miksotrofik denitrifikasyonun daha etkin bir ¢6ziim

oldugu agikca gorilmektedir.

Bir diger kontrol edilen parametre ise reaktor giris ve ¢ikisinda ¢oziinmiis organik madde
(COK) konsantrasyonudur. i¢gme sulari igin izin verilen deger 3 mg/L’dir. Ozellikle
organik madde verilen kolon 3’de ¢ikista metanoliin tamaminin kullanildig1r ve organik

madde olmadig: goriilmektedir (Sekil 4.17).

Agamalar

120

—&— Kolon1l
O Kolon 2
—¥—- Kolon 3
—@— Giris 1
—@— Giris 2
—V¥— Girig 3

80 A

COK (mg/L)

40 -

NN I tEsgton-Togy |

80 120 160 200 240 280 320 360 400 440

Zaman (Giin)

Sekil 4.18. Siirekli akisli kolon reaktor ve geri devirli AYR’lerdegiris ve ¢ikis COK
konsantrasyonu
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Kolon reaktorlerin isletimi siiresince hesaplanan teorik gaz iiretimi ve Olgiilen gaz tiretimi
de kiyaslamali olarak Sekil 4.18’de sunulmus olup iiretilen degerin teorik degerden bazen
diisiik bazen yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni tretilen gazin 6nce reaktorde
birikmesi daha sonra basingl bir sekilde toplama meziiriine dolmasi olabilir. Ozellikle 10.
asamada denitrifikasyon veriminin disiisiiniin gaz iiretimine yansimasi agik bir sekilde

gorulmektedir.

Asamalar

9, 10 , 11 12,13
I

300

® Kolon 1 Olgiilen

O  Kolon 2 Olgiilen

¥ Kolon 3 Olgiilen
—— Kolon 1 Teorik
—— Kolon 2 Teorik
—— Kolon 3 Teorik

200

100

Gaz Uretimi (mL/giin)

Zaman (Gfin)

Sekil 4.19. Siirekli akisli kolon reaktdr ve geri devirli AYR’lerdeolusan gaz miktari

95



4.7. Mikroorganizma Populasyon Dinamiginin Belirlenmesi

Tez caligmalarinda, birinci bdliimden itibaren, isletme kosullarinin degistigi noktalarda
isletilen tiim reaktorlerden reaktorii temsil edecek sekilde bakteri numuneleri alinmistir.
Bakteri orneklerinin alindiklar1 noktalar Sekil 4.20°de gosterilmis ve alinan tiim bakteri

ornekleri Cizelge 4.8’de verilmistir.

Degisen HRT’nin, NOs-N ve arsenik (IlI) konsantrasyonunun reaktor igerisindeki
mikroorganizma popiilasyon dinamigine olan etkilerinin incelenmesi amaciyla isletme
kosullarinin degistigi noktalarda alinan bakteri 6rneklerinde, 6ncelikle DNA izolasyonu ve
tiniversal primerler kullanilarak tir belirlemeye uygun bolgenin ¢ogaltilmasi (PCR)
islemleri gergeklestirilmistir. Ayrica reaktorlerin geri devirli AYR reaktorler olarak
kullanildig1 ¢alismalarin son boliimiinde de reaktorlerden bakteri Ornekleri alinmistir.
Amplifiye edilen DNA’lar jel de kosturularak PCR 0&rneklerinin olusan bantlar 1

goriintiilenmis ve Sekil 4.21 ve 4.22°de sunulmustur.

Sekil 4.20. Reaktorlerden bakteri numunesinin alindig1 noktalar (Noktalar arasi uzaklik 10

cm’dir).
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Cizelge 4.8. Siirekli akisli ve AYR reaktorlerden alinan mikroorganizma ornekleri

Isletme kosullar Zaman Kolon 1 Kolon 2 Kolon 3

12 saat Al A2 A3
HRT ‘nin etkisi 9 saat Bl B2 B3

6 saat C1 C2 C3

3 saat D1 D2 D3

Konsantrasyon Kolon 1 Kolon 2 Kolon 3
NOs-N konsantrasyonun 50 mg/L NOs-N El E2 E3
etkisi

75 mg/L NO3 F1 F2 F3

100 mg/L NOz-N Gl G2 G3
Miksotrofik kosullarin etkisi 0 mg/l metanol - - H1

85 mg/l metanol - - K1
Arsenik konsantrasyonunun 100 pg/L arsenik L1 L2 L3
etkisi

200 pg/L arsenik M1 M2 M3

500 pg/L arsenik N1 N2 N3

1000 pg/L arsenik 01 02 03
Geri devirli AYR 100 mg/L NOz-N P1 P2 P3

reaktorlerin etkisi
50 mg/L NO3z-N R1 R2 R3
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4.7.1. HRT’nin mikroorganizma popiilasyon dinamigine etkisi ve tiirlerin

belirlenmesi

4.7.1.1. 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

Reaktorler isletmeye almip degisen HRT kosullarinda alinan bakteri 6rnekleri izole
edildikten sonra elde edilen DNA’larin 338f ve 907r primerleri ile amplifiye edilmis ve jel
goriintiileri Sekil 4.21 ve 4.22°deverilmistir.

Sekilde marker ile karsilastirildiginda okunduguna gére DNA uzunluklar yaklasik 450-
500 baz ¢ifti (bg¢) olarak bulunmustur. Elde edilen elektroforez goriintiisii DNA
izalasyonunun ve PCR amplifikasyonunun basarili bir sekilde gergeklestigini

gostermektedir.

Al A2 A3 Bl B2 B3

1000 bg

p—
500bg +— ------
—

100bg *—

Sekil 4.21. HRT 12 saat ve 9 saat’te kolon reaktdrlerdeki mikroorganizmalarin PCR
amplifikasyon goruntusi (Cizelge 4.8.).
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Cl C2 C3 D1 D2 D3

1000 bg

. ]
. FTTYY T
-

100b +—

Sekil 4.22. HRT 6 saat ve 3 saat’te kolon reaktdrlerdeki mikroorganizmalarin PCR
amplifikasyon goruntisi (Cizelge 4.8.).

4.7.1.2. DGGE ve Nukleotit sonuclar:

DGGE uygulamasi PCR iiriinlerinin farkli denatiirant konsantrasyonu (% 40-60) igeren
akrilamid jelde kosturulmasi ile gergeklestirilmistir. Boylece bantlarin ayrilmasi saglanarak
mikroorganizmalardaki ¢esitlilik tespit edilmistir. Sekil 4.23. ve 4.24’de elde edilen DGGE

verileri sunulmaktadir.

Sekil 4.23. incelendiginde HRT 12 saat ve 9 saat Orneklerinde her {i¢ reaktorde de
bantlarda herhangi bir degisiklik olmadigi goriilmektedir. Elde edilen gorinti tim
reaktorlerde mikroorganizma popiilasyon dinamiginin benzer oldugunu gdstermektedir.
Ancak sadece DGGE sonuglari ile bu kaniya varmak dogru degildir. Bu konuda yorum
yapabilmek amaciyla daha kesin sonuca ulastiran nikleotit yapilmistir. Materyal ve
metotta belirtildigi gibi sekil 4.23’de gosterilen a, b, ¢, d, e bantlar1 kesilmistir. Jelden
kesilen bu bantlar 0,2 mL’lik PCR tiiplerine alinmis ve tizerlerine 35 pL dionize su
eklenerek bir giin +4 C”de buzdolabinda bekletilmistir. Bunun amaci kesilen bantlardaki
DNA’nin suya ge¢cmesini saglamaktir. DGGE jelden elde edilen DNA’lar ¢izelge 3.5 ve
sekil 3.5’de verilen kosullarda PCR yapildiktan sonra yukarda belirtilen sekildeagaroz
jelde elektroforez yapilmis ve goriintiilenmistir. Bu PCR Urunleri sekans analizi igin

REFGEN firmasina gonderilmistir. Niikleotit dizi sonuglar ¢izelge 4.9°da verilmektedir.

Propionivibrio dicarboxylicusgram negatif olup, fermentatif bir bakteridir. Malat fiimerat,

propionat gibi fermantasyon iiriinlerini kullanir. Kemoorgonotrofik bir metabolizmaya
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sahiptir. Oksijene toleransi olan bir bakteri tiirii olup nitrat1 indirgeme 6zelligine sahiptir
(Brune ve ark., 2002). Degisen HRT kosullarinda ¢alismanin baglarinda HRT 12 ve 9 saat
kosullarinda bu bakteriye rastlanmisken HRT 6’ kolon 2°de HRT 3 saatte ise kolon 2 ve
kolon 3’de goriilmedigi tespit edilmistir. HRT nin diismesi ile artan nitrat yiiklemelerinde

bu bakterinin goériilmedigi gézlenmistir.

Uncultured Campylobacterales bacteriumkikurt oksitleyen bakterilere benzerligi ile
bilinmektedir (Zhang ve ark., 2009). Siilfiir metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar ve
silfiiriin ~ indirgenmesinden sorumludurlar. Bazi tiirleri kemolitotroftur. Patojen
mikroorgnizmalar olup insan ve hayvanlarda hastalia neden olabilmektedirler. Diisiik

okijen varliginda biiyiiyebilmektedirler (Kaakoush ve ark., 2007).

Uncultured Sulfuricella sp. temiz sularda bulunan fakdiltatif anaerob bir bakteridir.
Ototrofik olarak biiytirler. Elementel kiikiirt ve tiyostilfati enerji kaynagi olarak kullanir ve
stilfata doniistlirir. Ayn1 zamanda nitrat1 elektron alic1 olarak kullanarak azot gazina
indirgeyebilir. 28 C%nin altinda biiyidiikleri gozlenmistir. Optimum bityiime sicakligi 22
C° olup pH 6-9 arasinda biiyiiyebilmektedirler (Kojima ve ark., 2010). Bu bakterinin
varligi HRT 3 saat kosullarinda sadece kolon 1’de goriiliirken diger reaktorlerde bu bakteri

tiirline rastlanmamastir.
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Al A2 A3 Bl B2 B3 €l. C2 C3 D1 D2 D3

Sekil 4.23. HRT 12, 9, 6 ve 3 saat i¢in PCR drinlerinin DGGE goruntileri
Thiobacillus sp. inorganik siilfiir bilesiklerini oksitleme &zelligine sahip denitrifikasyon
yapabilen kemolitotrofik bir bakteridir (Sahinkaya ve ark., 2013). Bu bakteri aktif karbon

ve kiikiirt graniilleri iizerinde biiyiiyebilir ve nitrat1 azot gazina indirgeyebilir (Wang ve
ark., 2014).

Caligmanin ilk bolimii olan farkli HRT degerlerinde ototrofik denitrfikasyonun
belirlenmesi kisminda elde edilen mikrobiyolojik sonuglara gore reaktorde kiikiirt

oksitleyen ve nitrat indirgeyen bakterilerin varlig1 agikca goriilmektedir.
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Cizelge 4.9. Degisen HRT kosullarinda kolon reaktérlerde DGGE bantlarindan elde edilen sekans sonuglari

Benzerlik
(%)

Sekans dizisi

91

GGCGCAGCCTGATGCAGCCACGCCGCGTGGAGGATGACGCTCTTCGGTGTGTAAACTCCTTTTATCTGTCAAGATAA
TGACGGTATCCTATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCTAGCGTTACTC
GGAATCACTGGGCGTAAAGGACGCGTAGGCTGTTTATCAAGTCAGATGTGAAATCCCATGGCTCAACCATTGAACTG
CATTTGAAACTGCTAGACTAGAGTATGGGAGAGGCAGATGGAATTACTGGTGTAGGGGTAAAATCCGTAGATATCA
CTAGGAATACCTAAGGCGAAGGCGATCTGCTGGAACATTACTGACGCTGAGGCGTGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGAACACTAGTCGTCGCTCTGCTAGTCAGTGCGGTGATGCACT
TAACAGGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAAATTAAACTCA

Ornek No
Sekans sonucu
Propionivibrio
a-f . )
dicarboxylicus
Uncultured
b-g, c-h Campylobacterales
bacterium

96

GGCGCAGCCTGATGCAGCCACGCCGCGTGGAGGATGACGCTCTTCGGTGTGTAAACTCCTTTTATCTGTCAAGATAA
TGACGGTATCCTATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCTAGCGTTACTC
GGAATCACTGGGCGTAAAGGACGCGTAGGCTGTTTATCAAGTCAGATGTGAAATCCCATGGCTCAACCATTGAACTG
CATTTGAAACTGCTAGACTAGAGTATGGGAGAGGCAGATGGAATTACTGGTGTAGGGGTAAAATCCGTAGATATCA
CTAGGAATACCTAAGGCGAAGGCGATCTGCTGGAACATTACTGACGCTGAGGCGTGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGAACACTAGTCGTCGCTCTGCTAGTCAGTGCGGTGATGCACT
TAACAGGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAAATTAAACTCA
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Cizelge 4.9’un devami

Uncultured
Sulfuricella sp

99

GCGCACGCCTGATCAGCCATTCCGCGTGAGTGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCGGCAGGAAAGAAATCGTTGCTCCTAATA
CGAGTGATGGATGACGGTACCTGAAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATGGCGTTTGAAACTA
CAAGGCTAGAGTGTGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCA
GCCCCCTGGGATAACACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGT
CAACTAGTTGTCGGGAGGGTAACCCTCTTGGTAACGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACT
CATTGGAAATTGACGGGCTGCTGCCT

d-e, k

Thiobacillus
sp.

98

AGATGGGGGGCAACCCTGATCAGCCATTCCGCGGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCCGGAAAGAAACGGTAC
GCTCTAACATAGCGTGCTAATGACGGTACCGGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGATTATTAAGCAAGACGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAATGGCGT
TTTGAACTGGTAGTCTAGAGTGTGTCAGAGGGGGGTGGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAATGG
CGAAGGCAGCCCCCTGGGATAACACTGACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTATATACCCTGGTAGTCCACGCCCTA
AACGATGTCAACTGTGTTGTTGGGGGAGTGAAATCCCTTAATAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAA
GATTCACCCTCAAAGTGAATTGACGCACTGCTGCCTCCCCGGAGAGA
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4.7.2. NO3-N konsantrasyonunun mikroorganizma popiilasyon dinamigine etkisi ve

tdrlerin belirlenmesi

4.7.2.1. 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

Boliim 1A’da optimum HRT degerinin belirlenmesinden sonra reaktorlerde farklit NO3-N
konsantrasyonlarinin denitrifikasyona etkisi denenmistir (Cizelge 3.5. ve 4.8). bu
kosullarda HRT 3 saatte sabit tutulmustur. NO3z-N konsantrasyonu degistirildiginde
reaktOrlerden bakteri drnekleri alinmistir. Bu ornekler izole edildikten sonra elde edilen

DNA’larin 338f ve 907r primerleri ile yapilan PCR sonuglarinin elektroforez goriintiileri
verilmistir (Sekil 4.24).

Sekilde marker {izerinde okunduguna gére DNA uzunluklar1 yaklasik 450-500 baz cifti
(b¢) olarak bulunmustur. Elde edilen elektroforez goriintiisi DNA izalasyonunun ve

cogaltma (PCR) isleminin basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.

1000 bg «—

SOOb(;‘— .‘.-o g .D »

100 bg «—

Sekil 4.24. Kolon reaktorlerde 50, 75 ve 100 mg/L NOs-N konsantrasyonlarinda

mikroorganizmalarin PCR goriintiisii (Cizelge 4.8.).
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4.7.2.2. DGGE ve Niikleotit sonu¢lar:

Farkl1 nitrat konsantrasyonlarinda elde edilen bakteri drnekleri ile yapilan DGGE analiz
sonuclar1 sekil 4.26’da goriintiillenmektedir. DGGE jelden belirtilen yontemle kesilen a ve
b bantlarinin sekans islemi sonucunda ayni tiir oldugu goriilmistir. Cupriavidus
taiwanensis azot fiske eden bir bakteridir (Kreutzer ve Nett, 2012). Bununla birlikte diger
bantlar incelendiginde nitrat konsantrasyonundaki degisimin, mikrobiyolojik degisimi
onemli Olgiide degistirmedigi gorilmiistiir. Bir Onceki ¢alismada elde edilen sekans
sonuglarinda oldugu gibi yine Uncultured Sulfuricella sp.ve Thiobacillus sp.turleri

gbzlenmistir.

El E2 E3 Fl1 F2 F3 Gl G2 G3

o R

Sekil 4.25. Kolon reaktorlerde 50, 75 ve 100 mg/L NO3-N konsantrasyonlarinda

mikroorganizmalarin DGGE goriintiisii
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Cizelge 4.10. Kolon reaktdrlerde 50, 75 ve 100 mg/L NO3-N konsantrasyonlarinda DGGE’den elde edilen sekans sonuglari

Benzerlik

(%)

Sekans dizisi

91

GTTGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGGTGAGTGATCGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGAAA
GAAAAGGTCGCTGCTAATACCATCGGGTCCTGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGGTAAGTCTGAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTGATACTGGCGGACTAGAGTGCGTCAGAGGGGAGTTGAATTCT
CCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACATCGATGGCGAAGGCGGCCCTCTGGGACCTGCACTGACG
CTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCCAACTGTGA
TGTTGGGTAGGTATATGTCTCTGAATATCGACTATAACGCGTAAATTACCCCCGCGTGGGAGAAATACGGTCGCAAT
ATAGAATCTAAG

Ornek Sekans sonucu
No
Cupriavidus
ab taiwanensis
Uncultured

Sulfuricella sp.

98

TAGGGCATGAGCGCACGCCTGATCAGCCATTCCGCGTGAGTGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCGGCAG
GAAAGAAATCGTTGCTCCTAATACGAGTGATGGATGACGGTACCTGAAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTC
AGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATGGCGTTTGAAACTACAAGGCTAGAGTGTGTCAGAGGGGGGTAGA
ATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAACACT
GACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTA
GTTGTCGGGAGGGTAACCCTCTTGGTAACGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATT
AAAACTCATTGGAAATTGACGGGCTGCTGCCT

d-e Thiobacillus sp.

98

AGATGGGGGGCAACCCTGATCAGCCATTCCGCGGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCCGGA
AAGAAACGGTACGCTCTAACATAGCGTGCTAATGACGGTACCGGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGATTATTAAGCAA
GACGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAATGGCGTTTTGAACTGGTAGTCTAGAGTGTGTCAGAGGGGGGTGGAAT
TCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAACACTGA
CGCTCATGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTATATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGTG
TTGTTGGGGGAGTGAAATCCCTTAATAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATT
CACCCTCAAAGTGAATTGACGCACTGCTGCCTCCCCGGAGAGA
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4.7.3. Metanol konsantrasyonunun mikroorganizma popiilasyon dinamigine etkisi ve

tarlerin belirlenmesi
4.7.3.1. 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

Stirekli akish kolon reaktdrlerden {igiinciisiine (kolon 3) graniil kiikiirt ile adaptasyon
asamasindan sonra kademeli bir sekilde kiikiirdiin yan1 sira elektron verici olarak metanol
verilmeye baslanmistir. Burada denitrifikasyonun bir kismiin heterotrof bakteriler bir
kisminin ise ototrof bakteriler tarafindan gerceklestirilmesi amaclanmistir. Metanol ilk
olarak 50 mg/L verilmeye baslanmistir. DOC olarak bu miktarin es degeri 18,82 mg/L’dir
(Cizelge 4.7). Daha sonra metanol miktar1 75 ve 100 mg/L olacak sekilde artirilmistir.
Metanol artirilirken ¢ikista stilfat ve alkalinite parametreleri takip edilmistir.
Heterotroflarin iirettigi alkalinite ototrof bakterilerin ihtiyaci olan alkaliniteyi sagladigi ve
cikis siilfat degerinin izin verilen degerin (250 mg/L) altina distiigli metanol
konsantrasyonunda miksotrofik kosullarin saglandigi diisliniilmiistiir. Bu kosullarin elde
edildigi metanol konsantrasyonu ise 85 mg/L’dir ( 32 mg/L DOC). Kolon 3’iin miksotrofik
denitrifikasyona adaptasyonu asamasinda metanol verilmeden once ve miksotrofik
kosullarin saglandig1 sartlarda reaktorden bakteri ornekleri alinarak mikroorganizma
popiilasyonunda degisiklik olup olmadigi irdelenmistir. Sekil 4.26’da DNA’larin 338f ve

907r primerleri ile ¢ogaltilan elektroforez goriintiileri verilmistir.

Sekilde marker iizerinde okunduguna gére DNA uzunluklar1 yaklagik 450-500 baz cifti
(b¢) olarak bulunmustur. Elde edilen elektroforez goriintiisi DNA izolasyonunun ve

cogaltma (PCR) isleminin basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.26. Kolon reaktor 3’te miksotrofik kosullarin 6ncesi ve sonrasinda bakterilerin

PCR goriintiisi

4.7.3.2. DGGE ve Niikleotit sonuclari

DGGE uygulamasi PCR iiriinlerinin farkli denatiirant konsantrasyonu (% 40-60) igeren
akrilamid jelde kosturulmasi ile gergeklestirilmistir. Boylece bantlarin ayrilmasi saglanarak
mikroorganizmalardaki cesitlilik tespit edilmistir. Sekil 4.28”de miksotrofik kosullar 6ncesi
ve sonrasinda bakterilerin DGGE goriintiileri sunulmaktadir. H1 bandi reaktore organik
madde verilmeye baslanmadan Once bakteri popiilasyonunu gostermektedir. Bu bantta
isaretlenen a ve b bantlar1 kesilmis ve daha once bildirlen prosediir uygulanarak sekans
analizi yapilmistir. K1 bandi ise miksotrofik kosullarin olustugu 32 mg/L organik madde
verilen reaktor kosullarinda bakteri popiilasyonunu gostermektedir. Reaktdrlere organik

madde verilmeye baslanmasiyla birlikte popiilasyon dinamiginin degistigi ve yeni tiirlerin

ortaya c¢iktig1 acikca goriilmektedir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.27. Kolon reaktor 3’te miksotrofik kosullarin 6ncesi ve sonrasinda bakterilerin
DGGE goruntust

K1 bandinda belirlenen c,d ve e bantlar1 yeni olusan mikroorganizmalara isaret etmektedir.
Bu bantlar kesilmis ve belirlenen prosediirler uygulanarak sekans analizi yapilmistir.

Cizelge 4.11°de sekans analiz sonuglar1 yer almaktadir.

Thiobacillus thioparusstlfat indirgeyen bakterilerdendir. Bu bakteriler kemolittoroftur ve
COy’1 karbon kaynagi olarak kullanirlar. Siilfiir bilesikleri indirgeyebilirler (VValdebenito-
Rolack ve ark., 2011). Sekans analizleri sonucunda %99 benzerlikle Thiobacillus

thioparustiiriine rastlanmustir.

Uncultured Paracoccus sp. heterotrofik nitrat indirgeyen bakterilerdendir ve anaerobik
kosullar altinda denitrifikasyon yapabilmektedir. (Jiang ve ark., 2013; Klueglein ve ark.,
2014). Calismada sadece kolon 3’de miksotrofik denitrifikasyon yapilmis diger reaktorler
ototrofik olarak isletilmistir. Kolon 3’de miksotrofik sartlar olusturulmadan 6nce ototrofik
olarak isletilmistir. Sekil 4.28’de verilen DGGE sonuglarinda ¢ bandinin miksotrofik
sartlarin saglanmasi ile olustugu goriilmektedir. Bu bakimdan bu kosullarda reaktdrde

heterotrofik bakterilerin gériillmeye baslandig1 séylenebilir.
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Uncultured Ferruginibacter sp. ise denitrifikasyonla alakali olmayip aerobik ve anaerobik

kosullarda nitrat indirgeme 6zellegine sahip olmayan bir tiirdiir. Yiiksek pH’larda goriiliir (

Lim ve ark., 2009).
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Cizelge 4.11. Miksotrofik kosullar 6ncesi ve sonrasinda Kolon reaktor 3’ten alinan bakterilerden elde edilen sekans sonuglari

Ornek
No

Sekans
sonucu

Benzerlik
(%)

Sekans dizisi

a-b

Thiobacillus
thioparus

99

GGGAAGTATATACATTGGGGGCACCCTGATCCAGCCATTCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCT
TTCAGCTGGAGCGAAACGGTACGCTCTAACATAGCGTGCTAATGACGGTACCGGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGATT
GTTAAGCAAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAATGGCGTTTTGAACTGGCAGTCTAGAGTGCGTCAGAGGG
GGGTGGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGA
TGACACTGACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATG
TCAACTGGTTGTTGGGGGAGTGAAATCCCTTAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTC
GCAAGATTAAAACTCAAGGGAATTGACGGACTGCTGCCTCCCCGTAGGAGA

Uncultured
Paracoccus sp

87

GGAGATATATGAGATGGGGGACAGCCTTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTC
TTTCTCCTGGGGACGAAAAAGGACGTTCTCTCATAAAAAAGCCCCTGCCTACTTCGTGCCAACAACCGCGGTAATACT
AAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGGCGAAAGGGCATCGAAGCTGGTGTGTAAATCTCGAACTTGCCATGT
TAATGGCGGTTGAAGCTATTGGAATTGCGGGTGTGGGAGTGGATTGGTATTCCTTCGGAAGAACACCCATTGGTGAA
GATGGCTTCTTGTCACATGATTTAATACCCTGGTAGTCCACACCATTAAATATGAATGCTATCCGTCCGCTAGCTTGTA
TCTACTGTGCGCCGCTAAAAACATAATCCTTTCCCCGCGGGGAGGACGCGTCGCCAGAGTCTCCTGCTGGGTGTTGGC
GCGGGATTGCCCCTCCAGGGAATTGACGGACT

Uncultured
Ferruginibact
er sp

99

GGTGTATTGTGTGATTGGGACGAAGTCCTGAAACCGCCATGCCGCGGGGAGGATGAAGGTCCTCTGGATTGTAAACT
TCTTTTATCTGGGACGAAAAAAGGGAATTCTTTCCCACTTGACGGTACCAGAGGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTCACTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGTGGGTCTGT
AAGTCAGTGGTGAAATCTCCGAGCTTAACTCGGAAACTGCCGTTGATACTATAGGTCTTGAATCATCTGGAGGTAAG
CGGAATATGTCATGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATGACATAGAACACCAATTGCGAAGGCAGCTTACTACGGATGC
ATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGGATA
CTCGACATTTGCGATATACTGTAAGTGTCTGAGCGAAAGCATTAAGTATCCCACCTGGGAAGTACGACCGCAAGGTT
GAAACTCAATGGAATTGACGGGACTG
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4.7.4. Arsenik (III) konsantrasyonunun mikroorganizma popiilasyon dinamigine

etkisi ve turlerin belirlenmesi

4.7.4.1. 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

Miksotrofik denitrifikasyon kosullarinin olusturulmasin akabinde, miksotrofik reaktorler
birlikte kolon 1 ve 2’ye es zamanli olarak arsenik (III) verilmeye baslanmistir. Ilk olarak
stirekli akislt reaktorlere 20 pg/L arsenik (III) verilmis, daha sonra kademeli olarak 100,
200, 500 ve 1000 pg/L olacak sekilde konsanyrasyon artirilmistir. Konsantrasyon
degisimlerinde reaktorlerden bakteri Ornekleri alinmis, izole edildikten sonra daha 6nce
belirtilen prosediirler uygulanarak PCR goriintiileri elde edilmistir. Sekil 4.28 ve 4.29°da
arsenik verilen reaktorlerde 100 ve 200 pg/L arsenik (IlI) konsantrasyonunda

mikroorganizmalarin PCR goriintiileri verilmektedir.

Sekilde marker tizerinde okunduguna gére DNA uzunluklar1 yaklasik 450-500 baz cifti
(b¢) olarak bulunmustur. Elde edilen elektroforez goruntiisi DNA izalasyonunun ve
cogaltma (PCR) isleminin basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir (Sekil 4.29 ve
4.30).

El: ‘T2 I3 M1 M2 M3

100 bg «—

Sekil 4.28. Kolon reaktdrlerde 100 ve 200 pg/L As(IIT) konsantrasyonlarinda

mikroorganizmalarin PCR goriintiisii (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.29. Kolon reaktdrlerde 500 ve 1000 pg/L As(I1l) konsantrasyonlarinda

mikroorganizmalarin PCR goriintiisii (Cizelge 4.8).

4.7.4.2. DGGE ve Niikleotit sonuclari

DGGE uygulamasi onceden belirtildigi gibi PCR frlinlerinin  farkli denatiirant
konsantrasyonu (% 40-60) iceren akrilamid jelde kosturulmasi ile gergeklestirilmistir.
Farkli arsenik konsantrasyonlarinda alinan DNA o&rneklerinden elde edilen PCR
trtinlerinin DGGE goriintiileri Sekil 4.31ve 4.32°de verilmektedir. Kesilen 6 adet bant

belirtilen yontemle sekans yapilmistir ve sonuclart Cizelge 4.12°de verilmektedir.

Desulfomonile tiedjei siilfiir oksianyonlarinin varliginda anaerobik kosullarda nitrati
indirgeyebilen bir bakteridir. Hidrojen ve stlfur gibi inorganik maddeleri elektron verici
olarak kullanabilmektedir (Deweerd ve ark., 1991). Bu bakteri 100 pg/L As(IlI)
konsantrasyonunda her ii¢ reaktérde de varligimi gostermektedir. Arsenik konsantrasyonu

arttikca dnce miksotrofik olan kolon 3’de daha sonra ise diger reaktorlerde rastlanmamustir.
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Sekil 4.30. Kolon reaktorlerde 100 ve 200 pg/L As(IIT) konsantrasyonlarinda

mikroorganizmalarin DGGE goriintiisii ve sekans i¢in kesilen bantlar

Lysobacter sp.aerobik sartlarda biiyiiyebilen bir bakteridir. Bazi tiirleri arsenige karsi
direng gosterebilme yetenegine sahiptir (Luo ve ark., 2012). Cogunlukla mezofilik
sartlarda yasamaktadir (Wei ve ark., 2012). 100 pg/L As(l11) konsantrasyonunda kolon 1
ve 2’de goriliirken miksotrofik reaktorde bu bakteriye rastlanmamistir. Artan arsenik

konsantrasyonlarinda ise kolon 1 ve 2’de goriilmeye devam etmistir (Sekil 4.31 ve 4.32).
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Sekil 4.31. Kolon reaktdrlerde 500 ve 1000 pg/L As(IIl) konsantrasyonlarinda

mikroorganizmalarin DGGE goriintiisii ve sekans i¢in kesilen bantlar

Uncultured Rhizobiales bacterium, azot fiske eden bakterilerden olup metan ve metanoli
enerji ve karbon kaynagi olarak kullanan bakterilerdendir (web 3). Bu bakteri tlriinun
biitiin reaktorlerde tespit edildigi goriilmiistiir (Sekil 4.31 ve 4.32). Ayrica artan arsenik

konsantrasyonunun bu bakterinin varligini stirdiirmesinde etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Thiomonas arsenitoxydans, asidofilik fakiiltatif bir ototrofik bakteridir. Arsenat1 (As (V)),
arsenite (As(IIl), oksitler ve tiyosiilfati enerji kaynagi olarak kullanir (Sliyemi ve ark.,
2013). d bandindan elde edilen ve % 92 benzerlikte olan bu bakterinin 100 pg/L As(lI)
konsantrasyonundan itibaren 1000 pg/L As(IIl) konsantrasyonuna kadar tiim agsamalarda

goriildigi tespit edilmistir.
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% 99 benzerlikte e bandindan elde edilen Thiomonas perometabolis, tiyosiilfati enerji
kaynag1 olarak kullanan miksotrofik kosullarda biiyiliyebilen bir kemototrof bakteridir
(Duqguesne ve ark., 2008; Panda ve ark., 2009) .

Uncultured Desulfosporosinus sp.stlfat indirgeyen bakterilerdendir (Pester ve ark., 2012).
Stlfati elektron alici olarak kullanirlar. Ototorofik kosullarda biiyiirler ve hidrojen,
karbondioksit ve siilfati kullanirlar (Robertson ve ark., 2001). Mezofilik bir bakteri
oldugundan dolayr reaktorlerde farkli asamalarda kendini gostermistir. Miksotrofik

kosullarda ise yliksek arsenik konsantrasyonlarinda goriilmemistir.
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Cizelge 4.12. Kolon reaktorlerde 100, 200, 500 ve 1000 pg/L As(IIT) konsantrasyonlarinda mikroorganizmalarin sekans sonuglari

Ornek No

Sekans sonucu

Benzerlik (%)

Sekans dizisi

Desulfomonile tiedjei

98

GGTATAGCGCATGGAAGGAAACTCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGT
AAAGCCCTGTCAGGCGGGAAGAAACCTTTGCGAGCGAATAGCTCGTGAAACTGACGGTACCGCCAA
AGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGTGCAAGCGTTGTTCGGAA
TCACTGGGCGTAAAGCGCGTGTAGGCGGTTCGATAAGTCGAATGTGAAAGCCCGAGGCTCAACCTCG
GAAGTGCATTCGAAACTATCGGGCTTGAGTACGGGAGAGGGAAGTGGAATTCCTGGTGTAGAGGTG
AAATTCGTAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTCCTGGACCGATACTGACGCTGAG
ACGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGAGCAC
TAGGTGTAGCGGGTATTGACCCCTGCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGATTAAAACTCAAGGGGAATTGACGGATCCCATGCGCGTTTAAGCTTCCCTTGGTCCA
AGAAGGGGTTTCGCCAGAGGTGTTGTCTTGCTTTGGCGATGTTTCTCTCGACCCGGTACTCCCCCTCG
CTCGCCCGGTCCGTAGGCCGAGAGTTGGATTGACTTTCGTGGTTGACCTCGGGTTTTCCCTTTCAATTT
TGCGACATGGATACCCGTGCTTTTGGCAGAGTTTTTTCGCAAAAGGCTTTCACC

Lysobacter sp.

90

AGCGAGCCTGATCAGCCTGCCGCGTGAGTGTAGGAGGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGGCCGG
AAAGAACTTCTCGTGGGTGTACCTTCTGGTCCTGACGGTACCGGAAGAAGAAGCACCGGCTAACTTC
GTGGCGGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTTACTGGAATTACTGGGTGTAAAGCGTGCG
TATGTGGTTCGATAAGACTGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGTAATTGCTTTGGAGACTGGCG
GGCTAAAATGCGGAAGAGGATGGTGGAATTCCCGGTGTATGAGTGAAATGCGTAAAGATCGGGAGG
AACATCTGTGGCGAAGGCGGCCATCTGGGACCACTACTGACACTGAGCGCACGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGCCTTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAACTA
AGCTCTCACATATCGAAGCTAACGCTGTTAAAGTACGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGACTGA
CACTCAAGGGGAATTGACGGACCGCTCTTTACAATTTGTTTTGGCGTGCCACGGGGGTTTTCATAAGT
GTTTGCTCTGTCTGCTTTCGTCCTTACTGTATATATTGTACTCGGGGTCCGCTTTCGCCGACTGGGTGT
TCTTTTCTGGTTTGGGCGATTGTAATTCTTCTCTATATAGTGAATTGGCCTTCCACCAACCTCGGGCCC
AAGCAGATGTCTAAACCCTTTGGATTTTTTTCCCCCTCCCCCCCGTTAAAAGGGTAACCCTTATCCCT
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Cizelge 4.12°nin devami

CATGGGGGGGCAGCCTGATCAAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCGGC
GGGAAAGATAATGACGGTACCCGGAGAATAAGCCCCGGCTAGCTTCGTGCCAGCAGCCGCGGGATTACTAAG
GGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAAGCTACTGGTTGTATCGGGGGTGCAAGCC
Uncultured 85 CGGTGCTCAACCCCAGAACTGCCTTTGATACTGAACCTCTTAAGTGCGTTTGAGGCTAGTGGACTTCCGAGTG
Rhizobiales bacterium TAGAAGTGAAATTGAAATATATTCGGAGGAATGAAATGGGCAAAGGTGGCTCACTGGTCCGATGCTGACGCT
GACGTGCTGAAGCGTGGGTAGCAATCATGATTAAATACGTGGGTAGTCAACGCGATAAAATATGATGGTAGT
CCGTTGGGTAGCTTGCTGTTCTGTGGCGCAGCTGACGCATTAAACCTTCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAG
ATTCACACTGAGGGGAATCTGACGGAAATATTAAATCTCAGGGGAATTTGCGCG

ATGGGGGGACACCCTGAATCAGGCACTGCCGCGTGGAGTGATGAAAGGCTTTCGGGTGGTAAGCTCTTTTGG
CGGGAGCGAAATGTCGAGTGCTAATACCATTCGGTGATGACGGTACCCGCAAAATAAGCACCGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACTTATGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGG
Thiomonas 92 CCGGTAGGTAAGACAGATGTGAAATTCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAGACTGCCTGACTAGAGT
arsenitoxydans GCGGCAGAGGGAAGTGGAATTCCTCGTGTAGCAGTGCAATGCGTAAATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAA
GGCAACTCCCTGGGCCTGCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCCAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCCTAAACTATGTCGACTAGTTGTTGGACGGGTTACTGTCTTCAACGTAGCTAACACGTGAAGTC
GACCGCCTGGGAGGAACGGCGCCCAGGTTAAACTC
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Cizelge 4.12°nin devami

Thiomonas
perometabolis

99

TGGGGGGGCACCCTGATCAGCAGTGCCGCGTGTGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCACTTTTGGCGGG
GGCGAAATATCGAGTGCTAATACCATTCGGTGATGACGGTACCCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTT
AGGTAAGACAGATGTGAAATTCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGCCTGACTAGAGTGCGGC
AGAGGGGAGTGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCA
ACTCCCTGGGCCTGCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCCTAAACGATGTCGACTAGTTGTTGGACGGGTTACTGTTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAGG

Uncultured
Desulfosporosinus sp.

96

GGAGCGACGCTTGACGCAGCACGCCGCGTGTATGATGAAGGTCTTCGGAGTGTAAATCCTTTTGCATAGGAA
GATAATGCTGGTTTACCGTCACTGACGGTACTCTGCGTCCATGCCACGGCTCACTCTGTGCCTGCGTGCGCGGT
GATACCTGGGTGGCAAGGGTTGTCCGGATTTCCTGGGTGTTCGTGGTGCTCGGGTGGGCTCACCTATCGGTGG
TTAAATCAATGTGCTTACGGATGCATGATGAGAATCGGGGAGGGTCTAAAGTCACTAATAGTAAAATGAAAT
TTCCGGTATACCTCTGGAATGATTACATATCGGAAAGAAATCTTCTGGCACAGGTCGGCTTCTGATCCACAAC
TGACGCTCGAGCACAAAAGGTTGGATAGCCTAGGTAGACTACATACCTAGGTATTCCTGGTAGTCAACGATG
AATACTATCTTTTCGTCGTATTGATCAATGTCACATCTATCGCACCTAGGTATTTCACGTCGGGAAGAACACAC
TCAGGGGAATAGTCAAGGGAATTTGACGGA
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4.7.5. Arsenik (III) konsantrasyonunun akiskan yatakhh  reaktorlerde

mikroorganizma populasyon dinamigine etkisi ve tiirlerin belirlenmesi

4.7.5.1. 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

Stirekli akishi reaktorlerde As(III) konsantrasyonunun etkisi caligmalarindan sonra
reaktorlerin ¢ikis1 birer pompa ile reaktdr girisine verilerek geri devirli akiskan yatakli
reaktorler (AYR) olarak isletilmeye baglamistir. Burada amag geri devir ile kiikiirdiin
¢coziinlirliigiiniin  artirtlarak denitrifikasyon hizinin yiikselmesini saglamaktir. Reaktor
tipinin degismesinin ve geri devirli reaktdrlerin kullanilmasinin mikrobiyal popiilasyon
dinamiginde degisime sebep olup olmayacagi arastirilmistir. Sekil 4.33’de DNA’larin 338f

ve 907r primerleri ile ¢cogaltilan elektroforez goriintiileri verilmistir.

Sekilde marker {izerinde okunduguna gére DNA uzunluklar1 yaklasik 550-600 baz cifti
(b¢) olarak bulunmustur. Elde edilen elektroforez goriintiisi DNA izalasyonunun ve

¢ogaltma (PCR) isleminin basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir (Sekil 4.33).

P1 P2 P3 R1 R2 R3
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Sekil 4.32. Akiskan yatakli reaktorlerde (AYR) PCR goriintiisii (Cizelge 4.8.).
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4.7.5.2. DGGE ve Niikleotit sonuclari

DGGE uygulamasi1 onceden belirtildigi gibi PCR friinlerinin farkli denatiirant
konsantrasyonu (% 40-60) iceren akrilamid jelde kosturulmasi ile gerceklestirilmistir.
Elde edilen DGGE sonuglarina gore reaktorlerin geri devirli olarak isletilmesinin
mikroorganizma popiilasyon dinamigini degistirmedigi gozlenmistir. b ve e bantlarinda yer
alan Lysobacter sp.veUncultured Desulfosporosinus sp. tirlerinin 6nceki ¢alismada oldugu
gibi miksotrofik reaktérde goriilmedigi gozlenmistir. ¢ ve d bantlarindan elde edilen
Uncultured Rhizobiales bacterium ve Thiomonas arsenitoxydansbakterilerinin iseAYR
calismalar1 boyunca kolon 2 hari¢ tiim reaktorlerde gozlendigi tespit edilmistir (Sekil 4.34
ve Cizelge 4.14).

Pl P2 P3 Rl R2 RS
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Sekil 4.33. Akiskan yatakli reaktorlerde (AYR) DGGE goriintiisii ve sekans i¢in kesilen
bantlar
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Kolon 2 ‘de gozlenen bakteri popiilasyonundaki degisimin AYR reaktorlerde 13. asamada
goriilen denitrifkasyon hizindaki diismeyi agikladigi diisiiniilmektedir. Reaktorlere geri
devrin kiikiirt ¢oziinlirliiglinii artirdig1 boylelikle denitrifikasyon hizin1 da ylkselttigi
goriilmektedir (Sekil 4.15). Ancak bu durum kolon 2’de gozlenenememistir. Mevcut
isletim kosullar1 altinda sonucu etkileyen parametrenin bakteri popiilasyonu oldugu

distiniilmektedir.

122



Cizelge 4.13. Akiskan yatakli reaktorler (AYR)’de sekans sonuglari

Ornek No

Sekans sonucu

Benzerlik (%)

Sekans dizisi

Desulfomonile tiedjei

98

GGTATAGCGCATGGAAGGAAACTCTGACGCAGCAACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCTTTCGGG
TTGTAAAGCCCTGTCAGGCGGGAAGAAACCTTTGCGAGCGAATAGCTCGTGAAACTGACGGTA
CCGCCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGGTGCAAGCG
TTGTTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCGTGTAGGCGGTTCGATAAGTCGAATGTGAAAGCCCG
AGGCTCAACCTCGGAAGTGCATTCGAAACTATCGGGCTTGAGTACGGGAGAGGGAAGTGGAAT
TCCTGGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTCCT
GGACCGATACTGACGCTGAGACGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGGTGAGCACTAGGTGTAGCGGGTATTGACCCCTGCTGTGCCGCAGCTAAC
GCATTAAGTGCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAGGGGAATTGACGGAT
CCCATGCGCGTTTAAGCTTCCCTTGGTCCAAGAAGGGGTTTCGCCAGAGGTGTTGTCTTGCTTTG
GCGATGTTTCTCTCGACCCGGTACTCCCCCTCGCTCGCCCGGTCCGTAGGCCGAGAGTTGGATTG
ACTTTCGTGGTTGACCTCGGGTTTTCCCTTTCAATTTTGCGACATGGATACCCGTGCTTTTGGCA
GAGTTTTTTCGCAAAAGGCTTTCACC

Lysobacter sp.

90

AGCGAGCCTGATCAGCCTGCCGCGTGAGTGTAGGAGGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGGC
CGGAAAGAACTTCTCGTGGGTGTACCTTCTGGTCCTGACGGTACCGGAAGAAGAAGCACCGGCT
AACTTCGTGGCGGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTTACTGGAATTACTGGGTGTA
AAGCGTGCGTATGTGGTTCGATAAGACTGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGTAATTGCTT
TGGAGACTGGCGGGCTAAAATGCGGAAGAGGATGGTGGAATTCCCGGTGTATGAGTGAAATGC
GTAAAGATCGGGAGGAACATCTGTGGCGAAGGCGGCCATCTGGGACCACTACTGACACTGAGC
GCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGCCTTCCACGCCCTAAACGATGCG
AACTGGATGTTGGGTGCAACTAAGCTCTCACATATCGAAGCTAACGCTGTTAAAGTACGCCGCC
TGGGGAGTACGGTCGCAAGGACTGACACTCAAGGGGAATTGACGGACCGCTCTTTACAATTTGT
TTTGGCGTGCCACGGGGGTTTTCATAAGTGTTTGCTCTGTCTGCTTTCGTCCTTACTGTATATATT
GTACTCGGGGTCCGCTTTCGCCGACTGGGTGTTCTTTTCTGGTTTGGGCGATTGTAATTCTTCTCT
ATATAGTGAATTGGCCTTCCACCAACCTCGGGCCCAAGCAGATGTCTAAACCCTTTGGATTTTTT
TCCCCCTCCCCCCCGTTAAAAGGGTAACCCTTATCCCT
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Cizelge 4.13’lin devami

Uncultured
Rhizobiales bacterium

85

CATGGGGGGGCAGCCTGATCAAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCGGC
GGGAAAGATAATGACGGTACCCGGAGAATAAGCCCCGGCTAGCTTCGTGCCAGCAGCCGCGGGATTACTAAG
GGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAAGCTACTGGTTGTATCGGGGGTGCAAGCC
CGGTGCTCAACCCCAGAACTGCCTTTGATACTGAACCTCTTAAGTGCGTTTGAGGCTAGTGGACTTCCGAGTG
TAGAAGTGAAATTGAAATATATTCGGAGGAATGAAATGGGCAAAGGTGGCTCACTGGTCCGATGCTGACGCT
GACGTGCTGAAGCGTGGGTAGCAATCATGATTAAATACGTGGGTAGTCAACGCGATAAAATATGATGGTAGT
CCGTTGGGTAGCTTGCTGTTCTGTGGCGCAGCTGACGCATTAAACCTTCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAG
ATTCACACTGAGGGGAATCTGACGGAAATATTAAATCTCAGGGGAATTTGCGCG

Thiomonas
arsenitoxydans

92

ATGGGGGGACACCCTGAATCAGGCACTGCCGCGTGGAGTGATGAAAGGCTTTCGGGTGGTAAGCTCTTTTGG
CGGGAGCGAAATGTCGAGTGCTAATACCATTCGGTGATGACGGTACCCGCAAAATAAGCACCGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACTTATGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGG
CCGGTAGGTAAGACAGATGTGAAATTCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAGACTGCCTGACTAGAGT
GCGGCAGAGGGAAGTGGAATTCCTCGTGTAGCAGTGCAATGCGTAAATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAA
GGCAACTCCCTGGGCCTGCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCCAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCCTAAACTATGTCGACTAGTTGTTGGACGGGTTACTGTCTTCAACGTAGCTAACACGTGAAGTC
GACCGCCTGGGAGGAACGGCGCCCAGGTTAAACTC

Uncultured
Desulfosporosinus sp.

96

GGAGCGACGCTTGACGCAGCACGCCGCGTGTATGATGAAGGTCTTCGGAGTGTAAATCCTTTTGCATAGGAA
GATAATGCTGGTTTACCGTCACTGACGGTACTCTGCGTCCATGCCACGGCTCACTCTGTGCCTGCGTGCGCGGT
GATACCTGGGTGGCAAGGGTTGTCCGGATTTCCTGGGTGTTCGTGGTGCTCGGGTGGGCTCACCTATCGGTGG
TTAAATCAATGTGCTTACGGATGCATGATGAGAATCGGGGAGGGTCTAAAGTCACTAATAGTAAAATGAAAT
TTCCGGTATACCTCTGGAATGATTACATATCGGAAAGAAATCTTCTGGCACAGGTCGGCTTCTGATCCACAAC
TGACGCTCGAGCACAAAAGGTTGGATAGCCTAGGTAGACTACATACCTAGGTATTCCTGGTAGTCAACGATG
AATACTATCTTTTCGTCGTATTGATCAATGTCACATCTATCGCACCTAGGTATTTCACGTCGGGAAGAACACAC
TCAGGGGAATAGTCAAGGGAATTTGACGGA
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5. SONUCLAR

Tez ¢alismalarimin birinci béliimiinde, kikiirt bazli ototrofik denitrifikasyon reaktorleri 100
giin boyunca ilk dort sathada sabit giris nitrat konsantrasyonunda (25 mg/L) farkli HRT
degerlerinde (12-3 sa) besinci safhadan sonra ise sabit HRT’de farkli nitrat
konsantrasyonlarinda (50-100 mg/L) i¢me sularindan nitrat giderimi amaciyla basariyla
isletilmistir. Nitrat yiikleme hizakademeli olarak artirilmis (0,05- 0,800 g NOs-N /(L/giin)),
ilk bes sathada % 100 nitrat giderimi elde edilmistir. Nitrat yiikleme hiz1 0,3 g NOs-N
/(L/giin)’ne c¢ikarillarak HRT 2 saate diisiiriildiiglinde ise kolon reaktdrler kiikiirt yatagin
artan debi nedeniyle hareketlenmesinden dolayi isletilememistir. Bu durumda reaktorlerde
denitrifikasyonun siirlandigi noktanin belirlenebilmesi i¢in giris nitrat konsantrasyonunun
artirilarak ve sabit HRT’de (3 saat) ¢alisilmaya devam edilmistir. Calisma nitrat giderim
veriminin yaklasik olarak % 60-70 lere kadar diigmesi ve nitrat birikiminin gozlenmesi ile
yedinci sathada tamamlanmistir. Reaktorlerde ¢ikis siilfat konsantrasyonun igcme sulari
icin belirtilen sinir degeri astigi goriilmektedir. Aynmi sekilde hizli bir sekilde ¢oziinen
kiregtaginin ¢ikista sertligin ylikselmesine de neden oldugu goriilmektedir. Kiikiirt bazl
ototrofik  denitrifikasyonun dezavantajlart olan bu iki parametre miksotrofik
denitrifikasyon ile kontrol altina almabilir. Izlenen tiim parametreler birlikte ele
alindiginda kiikiirt/CaCOj3 oranlariin etkisinin (1/1, 2/1, 3/1) ilk dort safthada diistik nitrat
konsantrasyonlarin da ¢ok biiylik degisiklikler gostermedigi tespit edilmistir. Bu da nitratin
giderimi i¢in gerekli olan kiikiirt ve kire¢ tasinin ihtiya¢ duyulandan ¢ok daha fazla
oldugunu gostermektedir. Artan nitrat yiikkleme oranmi ile reaktdrlerde kiikiirt / CaCOg3
oraninin etkisi daha net bir bi¢imde gézlenmistir. Maksimum nitrat yiikleme hizinda (0,80
gNO3-N/(L.d), maksimum denitrifikasyon verimi % 82 ile Kolon 3’de elde edilmistir. Tiim
parametreler dikkate alindiginda optimum kiikiirt / CaCOjz oraninin 3/1 oldugu

goriilmiistiir.

Alkalinite tedariki i¢in en etkili ve ekonomik yol kire¢ tasi kullanimi olarak goziikmesine
ragmen, sinirli ¢oziinme hiz1 ve ¢ikista sertlik artisina neden olmasindan dolay1 alternatif
bir alkalinite kaynaginin temin edilmesi gerekmektedir. Calismanin bundan ikinci bolumi
icin, alkalinite tedarikinin giriste bikarbonat ilavesi ile saglanmasi, yiiksek siilfat {iretimi ve
artan sertlik gibi dezavantajlarin giderilmesi iginse miksotrofik denitrifikasyonun

kullanilmasi1 6nerilmistir.
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Tez calismalarinin birinci boliimiiniin sonunda nitrat ve nitrit kinetigini belirlemek iizere
kesikli reaktorlerde ¢alismalar yiirttiilmiistiir. Kesikli reaktorlerde ototrofik nitrat ve nitrit
giderim hizlar1 farkli baslangic nitrit ve nitrat konsantrasyonlarinda belirlenerek
kiyaslanmistir. Sonuglar gostermistir ki, nitrat ve nitrit giderim hizlar1 birbirine oldukca
yakin olup, genel olarak baglangic konsantrasyonunun artmasiyla giderim hizi da
artmaktadir. Bu bulgu olduk¢a Onemlidir. Ciinkii yiiksek nitrat yiiklemelerinde nitrit
birikiminin gézlenmeyecegini ifade etmektedir. Kesikli reaktor calismalari da bunu
dogrular niteliktedir. Soyle ki; nitrat gideriminin belirlendigi kesikli ¢aligmalarda nitrit

birikmi gézlenmemistir.

Benzer c¢alismalar ile kiyaslandiginda Kkesikli reaktorlerde, nitrit gideriminin nitrat
giderimine kiyasla 2-3 kat daha diigsiik oldugu bulunmasina ragmen, mevcut ¢alismada
farkli bir sonug ile karsilagilmistir. Bu durum; kiiltiir ge¢misinin kinetikte ne denli 6neli
oldugunu vurgulamaktadir. Farkli kosullarda ve farkli tip reaktorlerde gelistirilen
kiiltirlerde farkli mikroorganizma tiirleri gelisebilmekte ve bu durum da denitrifikasyon

kinetigini degistirebilmektedir.

Tez ¢alismalarmin ikinci béliimiinde, graniil kiikiirt ve kire¢ kullanilarak isletilen ototrofik
ve miksotrofik denitrifikasyon prosesinde, arsenigin denitrifikasyon performansina etkisi
incelenmistir. Aynm1 zamanda yiiksek arsenik konsantrasyonlarinda sabit yatakli reaktorler
ile akiskan yatakli reaktorlerde denitrifikasyon hizi kiyaslanmigtir. Sistemin yiiksek arsenik
konsantrasyonlarinda bile yiiksek verimle denitrifikasyon yapabildigi goriilmiistiir. Nitrat
konsantrasyonunun artirtlmasi durumunda graniil kiiklirdiin ¢6zlniirliigiiniin yeterli
gelmeyisinden ve arsenit toksisitesinden dolayr denitrifikasyon hizinin %50 oraninda
diistiigli gortilmistiir. Bu durumda kiikiirdiin ¢ozlintirliiglinii artiran geri devirli akigkan
yatakli reaktorler kullanilmis ve denitrifikasyon hizinin arttigi goriilmiistiir. Yiiksek nitrat
ve arsenik konsantasyonlarinda (100 mg/L NO3-N ve 1000 pg/L) sabit yatakli reaktorlerde
denitrifikasyon hizinin her {i¢ reaktorde de yaklasik olarak benzer sonuglar elde edilmistir
(0,103-0,099-0,105 g/L.giin). Ayn1 kosullarda akiskan yatakli reaktorlerde denitrifikasyon
hiz1 kolon 1 ve 3’de yiikselirken kolon 2’de diistiigi goriilmiistiir. 1000 pg/L Arsenit
varliginda en yiiksek denitrifikasyon hizi miksotrofik reaktdrde 0,183 g/L.giin olarak elde
edilmistir. Kolon 2’de denitrifikasyon hizinin belirgin bir bicimde diismesinin reaktorde ki

mikrobiyal popiilasyon dinamiginde ki degisimden kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Tez ¢aligmalarmin GgUncl boliminde, reaktorlerden isletme parametrelerinin degistigi
kosullarda alinan bakteri ornekleri izole edilmis ve bildirilen prosediirler uygulanarak
sirasiyla PCR, DGGE ve sekans analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore birinci
boélumde Propionivibrio dicarboxylicus, Uncultured Campylobacterales bacterium,
Uncultured  Sulfuricella  sp.,Thiobacillus sp.tirleri gdozlenmistir. Bildirilen tiirler
kemoototrof bakteriler olup denitrifikasyon yapabilme 6zelligine sahiptir. Ayrica bu turler

kiikiirtli bilesikleri elektron verici olarak kullanabilmektedirler.

Ikinci boliimde alinan bakteri drnekleri incelendiginde ise miksotrofik reaktdr ile diger
ototrofik reaktdrlerin arasinda farkliliklar oldugu ortaya konmustur. Miksotrofik reaktorde
Thiobacillus thioparus, tiirleri bulunmustur. Bu bakteriler kiikiirt bilesiklerinin enerji
kaynagi olarak kullanmakta ve denitrifikasyon yapabilmektedir. Ayrica Uncultured
Paracoccus sp.tiirlerinin inorganik kiikiirt bilesiklerinin yani sira metanol gibi organik
bilesikleri de kullanabildigi bildirilmistir.

Arsenik caligmalarinda ise tilirler degismis inorganik kiikiirt bilesiklerinin enerji kaynagi
olarak kullanan ve arsenigi oksitleyebilen bakteriler ortaya c¢ikmistir. Bu bakteriler
Desulfomonile tiedjei, Thiomonas arsenitoxydans, Uncultured Desulfosporosinus sp.
tirleridir. Bu tlrlerin reaktorler akiskan yatakli geri devirli reaktorler olarak isletildiginde

de degismedigi goriilmiistiir.

Sonug olarak, farkli HRT, nitrat konsantrasyonu ve arsenigin denitrifikasyona etkilerinin
arastirildigl bu tez ¢alismasindan elde edilen tiim verilerden ¢ikarilan ortak sonuglar ise

sunlardir.

® Kiikiirdiin ¢oziiniirliik hiz1 denitrifikasyon hizini sinirlamaktadir.

® Toz kiikiirdiin ¢ozliniirliik hiz1 yiiksek oldugundan diisiik HRT ve yiiksek nitrat
konsantrasyonlarinda denitrifikasyon basarili bir sekilde tamamlanabilmektedir.

@ Denitrifikasyon hizin1 belirleyen en O©Onemli parametre kiikiirt ¢ozlintirligii
oldugundan optimum kiikiirt /kiregtagi oraninin 3/1 oldugu gorilmiistiir.

® QGraniil kikiirdiin ¢oziintirliigiiniin toz kiikiirt ¢oziiniirliigiine kiyasla daha diisiik
oldugu tespit edilmistir.

@ Arsenigin yiiksek konsantrasyonlarda bile denitrifikasyonu olumsuz etkilemedigi,
denitrifikasyon hizinda ki diigmelerin graniil kiikiirdiin diisiik ¢oziiniirliik hizindan

kaynaklandig1 ortaya konulmustur.
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@ Miksotrofik denitrifikasyonun ekstrem sartlarda, kiikiirt/kiregtast ototrofik
denitrifikasyon ve bikarbonat destekli ototrofik denitrifikasyondan daha yiiksek
hizda denitrifikasyonu gerceklestirdigi goriilmiistiir.

@ AYR reaktorlerde geri devrin kiikiirt ¢oziiniirliigiinii artirmis, en iyi denitrifikasyon
performansi ise miksotrofik reaktdrde goriilmiistiir.

@ Yapilan molekiiler analiz caligmalarinda bakteri popiilasyon dinamigi belirlenmis
her asamada bakteri popiilasyonunun ortam kosullarina gore farklilik gosterdigi
ortaya konmustur. Molekiiler g¢esitliligin denitrifikasyonu dogrudan etkiledigi

acikca goriilmiigtiir.
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