itidergisi/e

su kirlenmesi kontrolii
Cilt:19, Sayi:1-2, 63-73
2009

Ardisik kesikli reaktorde glikozun biyolojik asir1 fosfor

giderimine etkisi

Giilsiim Emel ZENGiN*, Nazik ARTAN, Takashi MINO
ITU Fen Bilimleri Enstitiisii, Cevre Miihendisligi Programi, 34469, Ayazaga, Istanbul

Ozet

Bu ¢alismada evsel atiksularda yaygin olarak bulunan glikozun biyolojik fosfor giderimi iizerine
etkisi incelenmistir. Laboratuvar ortaminda glikozla beslenen anaerobik-aerobik Ardisik Kesikli
Reaktorler (AKR) isletilmis; c¢alisma siiresince proses performansinda ve mikrobiyal tiirlerde
meydana gelen degisimler izlenmigtir. AKR nin ilk doneminde Biyolojik Asirt Fosfor Giderimi
(BAFG) aktif olarak gériilmiistiir. Ancak reaktoriin ikinci doneminde BAFG aktivitesi bozulmaya
baslamis, son doneminde ise kabarma problemi ile karsilasilmis ve kosullar iyilestirilemedigi i¢in
isletilmesine son verilmistir. AKR nin baslangi¢ doneminde laktik asit olusmasi ve olusan laktik
asitin anaerobik siirecte tiiketilmesi sonucu fermentasyon bakterileri ile fosfor depolayan
organizmalarin (PAO) biyolojik fosfor giderimini birlikte gerceklestirdigi belirlenmistir. Laktik asit
bakterilerinin glikozu laktik asite fermente ettigi ve PAO ’larin anaerobik fosfor salinimindan enerji
saglayarak olusan laktik asidi polihidroksialkonata (PHA) doniistirdiigii diistiniilmiistiir. Bu
donemdeki mikroskobik gozlemlerde poli-P depolayan koklarin yogun olarak goriilmesi ve
filogenetik analiz sonucunda Firmicutes filumuna ait Lactococcus tiirlerinin mikrobiyal toplulugun
onemli bir boliimii olarak tespit edilmesi bu varsayimi desteklemektedir. Ayrica olusan PHA nin
%77 sinin 3-hidroksivalerat (3HV) olmasi ve anaerobik siiregte laktik asitin tiiketilmesi laktik asitin
PAO’larca kullanilan esas karbon kaynagi oldugunu kanitlamaktadir. AKR 'nin 29 uncu giintinde
glikojen depolayan organizmalar (GAO) olarak tanimlanan Candidatus Competibacter Phosphatis
tiirii filogenetik analizde yogun olarak gozlemlenmis ve BAFG aktivitesinin bozulmasinin bu tiiriin
baski hale gelmesinden kaynaklandigi belirlenmistir. 29 uncu giinle birlikte glikojen tiiketiminin
onemli miktarda artmasi, glikoz tiiketimine karsi salinan fosfor degerinin (0.07 mol P/ mol C)
diismesi sistemde GAQO larin aktif oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik aswr1 fosfor giderimi, fosfat depolayan organizmalar, glikojen depolayan
organizmalar, glikoz.
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The effect of glucose on the enhanced
biological phosphorus removal in a
sequencing batch reactor

Extended abstract

Since short chain fatty acid (SCFA) is believed to be
the favorable substrates for biological phosphorus
removal, the majority of the studies on enhanced
biological phosphorus removal (EBPR), focus on the
metabolism of acetate. However EBPR process can
also occur successfully with organic substrates other
than acetate. A wide range of organic substances
like carboxylic acids, sugars and amino acids can be
taken up anaerobically by phosphate accumulating
organisms (PAO) enriched sludges but the
metabolism of these organic substrates is not clear
vet. Hence, the effect of carbon sources other than
acetate on EBPR has to be considered deeply. The
composition of the organic substrates in domestic
wastewater varies remarkably among countries
and/or wastewater treatment plants and glucose is a
significant simple sugar found widely in wastewaters
with an important role in biochemical pathways.
EBPR mechanism with glucose found wide interest
but results of the reported studies in the related
literature are not consistent with each other
indicating many different mechanisms of anaerobic
uptake and storage of glucose can act in favor of, or
against EBPR.

The objective of this study was to investigate the
effect of glucose feeding on the performance of the
enhanced biological phosphorus removal process.
The effect of glucose on process performance and
microbial community was studied by operating
laboratory-scale  alternating  anaerobic-aerobic
sequencing batch reactors (SBRs) .

The SBR fed with glucose as sole carbon source
achieved  biological phosphorus removal but
deteriorated gradually along the operation of the
reactor. During the good EBPR period (day 9), 63%
of the glucose fed to the reactor was metabolized
within 10 minutes of the anaerobic period and a rapid
increase in glycogen concentration observed which
showed the conversion of external glucose into
glycogen. Lactate and acetate were detected in the
supernatant and pH was dropped upon the glucose
addition which indicated that part of the glucose
was fermented to mainly lactate and to small amount
of acetate. The results of the molecular analysis
performed during this period showed the presence of
many diverse fermentative bacteria proving clearly

the glucose fermentation. It is assumed that lactate was
the major substrate converted to
polyhydroxyalkaonates (PHA) by PAOs due to the
significant amount of 3-hydroxyvalerate (3HV)
formation and low level of glycogen consumption
under anaerobic conditions. But if lactate was the
only substrate uptaken by PAOs to be converted to
PHA, lactate should be metabolized to acetyl-CoA
and propionyl-CoA equally to maintain the redox
balance which will result in formation of 3HV and 3-
hydroxy-2-methylbutyrate (3H2MB) only. However
12% of the PHA was consisted of 3-hydroxy-2-
methylvalerate (3H2MV) and small amount of
glycogen was also consumed. Hence glycogen
consumption together with lactate changed the ratios
of acetyl-CoA and propionyl-CoA metabolized which
could explain the formation of 3H2MV. Thus PHA
was thought to be derived not only from the lactate
but also from glycogen and from small amount of
acetate fermented from glucose. The EBPR activity
was remarkably deteriorated on the 29" day of the SBR
operation. The occurrence and predominance of
Candidatus Competibacter Phosphatis detected on day
29 sludge was significant. 17% of the y-Proteobacteria
were closely related to the Candidatus Competibacter
Phosphatis. They were postulated as putative
glycogen accumulating organisms (GAO) as they
compete with PAQOs. The dominance of GAOs
detrimentally affects phosphorus removal by out-
competing the PAOs since glycogen can be used as
the energy source and reducing power for PHA
accumulation  reducing the dependency on
polyphosphate degradation for energy supply. The
significant increase in glycogen consumption was in
accordance with the predominance of GAOs on day
29. The decrease in the total phosphorus content of
the sludge (4.3% of the MLVSS) and phosphate
release/carbon uptake ratio (0.07 mol P/mol C)
indicated clearly the abundance of GAOs over
PAOs. SBR was ended due to the bulking problem at
the 54th day of operation. In the beginning of the
operation of the SBR, the fermentation products
were depleted at the end of the anaerobic period but
in the latter phase of the operaion significant
amounts of fermentation products were detected at
the end of the anaerobic period and these
fermentation products probably stimulated the
growth of filamentous bacteria. The lactate
accumulation at the end of the anaerobic phase was
related to the abundance of GAOs over PAOs.

Keywords:  Enhanced  biological  phosphorus
removal, phosphate accumulating organisms,
glycogen accumulating organisms, glucose.
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Giris

Biyolojik Asir1 Fosfor Giderimi (BAFG) i¢in en
elverigli karbon kaynagi kisa zincirli ugucu yag
asitleri oldugundan BAFG ile ilgili ¢alismalarin
onemli bir kismui asetat metabolizmasi lizerinedir.
Ancak biyolojik fosfor giderimi, asetat digindaki
birgok farkli organik karbon kaynagi ile de ger-
ceklesebilmektedir. Fosfor biriktiren organizma-
larca zenginlestirilmis biyokiitle, anaerobik or-
tamda karboksilik asitler, sekerler ve aminoasit-
ler gibi organik maddeleri hiicre i¢ine alabil-
mektedir. Ancak ¢ogunun anaerobik metabo-
lizmalar1 heniiz bilinmemektedir. Dolayisiyla
asetat disindaki karbon kaynaklarinin BAFG
iizerine etkisinin arastirilmasi énem kazanmak-
tadir.

Basit sekerlerden glikoz, atiksularda yaygin ola-
rak bulunur ve biyokimyasal siireclerdeki rolii
onemlidir. Glikozun BAFG iizerine etkisi ile
ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda sonucla-
rin tutarli olmadigi; glikozun karbon kaynagi
olarak  kullanilmasinin  biyolojik  fosfor
giderimine olumlu/olumsuz etki gosterebildigi
gbzlemlenmistir. Literatiirde yer alan ¢aligsmala-
rin ¢ogunda, tek karbon kaynagi olarak glikozun
kullanilmast durumunda fosforun atiksulardan
giderilmesinde  problemler gdzlemlenmistir.
Cech ve digerleri (1993) glikozla beslenen ve
fosfor gideriminin zay1f oldugu BAFG sistemle-
rinde G-bakterilerinin baskin oldugunu tespit
etmiglerdir. G-bakterilerin ¢ogalmasiyla birlikte
biyolojik fosfor gideriminin kotiilestigini ¢linkii
G-bakterilerinin karbon kaynagini aanerobik
ortamda hiicre i¢ine alabilmek i¢in polifosfat
yerine glikojeni enerji kaynagi olarak kullana-
bildiklerini 6ne siirmiislerdir. G-bakterileri kok
seklinde dortlii hiicreler halinde go6zlenen,
filogenetik olarak g¢esitli, Gram-pozitif veya
Gram-negatif 6zellikte morfolojik bir tanimla-
madir. Mino ve digerleri (1998) glikojeni aero-
bik olarak depolayabilen ve anaerobik ortamda
karbon kaynagini hiicre icine alabilmek ve
polihidroksialkonat (PHA) olarak depolayabil-
mek icin gerekli enerjiyi glikojeni tiiketerek
saglayan bu organizmalara fenotik bir tanimla-
ma olan glikojen depolayan organizmalar
(GAO) terimini Onermistir. GAO’larin tek bir
tiir olmadig1, mikrobiyal ¢esitlilige sahip oldugu
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ve anaerobik ortamda asetat ve glikozu, glikojen
ve PHA olarak depolayabildigi belirlenmistir
(Liu vd., 1996). Crocetti ve digerleri (2002),
fosfor giderimi zayif olan bir BAFG sistemin-
den alinan ¢camurdan 16S rDNA gen klon kii-
tiiphanesi olusturarak, Gammaproteobacteria
grubunda yer alan hedef bakteriler i¢cin FISH
probu dizayn etmistir. Candidatus
Competibacter phosphatis olarak isimlendirilen
bu organizmalar, GAO fenotipine tamamen uy-
mamaktadir.

Randall ve digerleri (1994), fosfor biriktiren or-
ganizmalarin (PAO) anaerobik ortamda glikozu
dogrudan hiicre i¢ine alamadigini ve anaerobik
ortamda PAO’larin glikozu tiiketebilmesi i¢in
oncelikle glikozun kisa zincirli yag asitlerine
doniismesi gerektigini vurgulamistir. BAFG ve-
riminin glikoz fermentasyonu ile dogrudan ilis-
kili olmas1 nedeniyle glikozun fosfor giderimini
olumsuz etkileyebildigini belirtmistir. Yiiriittik-
leri bu calismada, glikoz hizlica fermentasyon
bakterileri disindaki organizmalarca hiicre i¢ine
alindig icin biyolojik fosfor gideriminin gergek-
lesemedigi sonucuna varilmistir. Bununla birlik-
te BAFG sistemlerinde glikozu karbon kaynag:
olarak kullanarak kararli bir biyolojik fosfor gi-
derimi saglayan caligmalar da bulunmaktadir.
Wang ve digerleri (2002) uzun anaerobik reak-
siyon siiresi, yliksek konsantrasyonda glikoz
beslenmesi ve kisa aerobik reaksiyon siireleri
gibi spesifik isletme kosullar1 uygulandiginda
glikozun biyolojik fosfor giderimine olumsuz
etkide bulunmadigini 6ne slirmiistiir. Ancak ase-
tatla beslenen sistemlerin aksine anaerobik fos-
for saliminin daha diisik oldugu ve 3-
hidroksivalerat (3HV) monomerince zengin
PHA olustugu goriilmistiir. Liu (1998) glikozla
beslenen BAFG sistemlerinde fosfor giderimi
ile camurun karbonhidrat igerigi arasinda dog-
rudan bir baglant1 oldugunu bulmustur; islettik-
leri sistemde fosfor gideriminin iyi oldugu bas-
langi¢ doneminde ¢amurun karbonhidrat ige-
riginin diisiik degerlerde oldugunu gozlemle-
mistir. Isletme kosullar1 degismedigi halde, bi-
yolojik fosfor gideriminin zamanla kotiilestigi
ve buna bagli olarak biyokiitlenin karbonhidrat
iceriginin de arttig1 goriilmiistiir. Jeon ve diger-
leri (2000) BAFG sistemlerine karbon kaynagi
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olarak glikoz beslendiginde iki farkli mikrobiyal
topluluk tarafindan biyolojik fosfor gideriminin
gerceklestigini one siirmiistiir. Onerdikleri mo-
delde, laktik asit {ireten organizmalar, glikozu
hiicre i¢inde glikojen olarak depolamakta ve bu
reaksiyon i¢in gerekli enerjiyi glikozun glikolizi
sirasinda laktik asit olugsmasiyla acia c¢ikan
ATP ile karsilamaktadir. Laktik asit iireten or-
ganizmalarin sentezledikleri 1 mol glikojene
karsin 1 mol laktik asit tiretilmistir. Sentezlenen
glikojenin ¢ogu depo polimeri olarak depolan-
makta, bir kism1 da PHA’ya doniistiiriilmekte-
dir. Laktik asit {ireten organizmalarin enerjiyi
cogalma icin kullanan diger asidojenik bakteri-
lerden farkli olarak glikojen depolayabilmek
icin gerekli enerjiyi laktik asit lireterek saglayan
fakiiltatif bakteriler oldugu belirtilmistir. Mode-
le gore, ikinci asamada PAO’lar iiretilen laktik
asidi daha yavas bir prosesle PHA olarak depo-
lamakta ve gerekli enerjiyi de polifosfatin hidro-
lizinden saglamaktadir.

Bu calismanin amaci, glikozun biyolojik asir
fosfor gideriminin performansi ve mikrobiyal
populasyon dinamigi {izerine etkisini incelemek-
tir. Bu amagcla, laboratuvar ortaminda, glikozla
beslenen anaerobik-aerobik ardigik kesikli reak-

torler isletilerek sistem performanst ve
mikrobiyal tiirlerdeki degisim izlenmistir.
Materyal ve yontem

Laboratuvar o0lgekli ardisik kesikli reaktor

(AKR), anaerobik-aerobik konfigiirasyonda,
20°C sicaklik degerine ayarlanmis izotermal bir
odada isletilmistir. Reaktoriin hacmi 10 L’dir.
Ardisik kesikli reaktoriin gamur yast 8 giin, hid-
rolik bekletme siiresi 10 saat olarak ayarlanmis-
tir. AKR giinde 4 ¢evrimigi calisacak sekilde
programlanmugtir. Bir ¢evrimigi, 30 dakika dol-
durma, 90 dakika oksijensiz faz, 150 dakika ok-
sijenli faz, 60 dakika ¢okelme ve 30 dakika bo-
saltma olmak iizere toplam 6 saattir. Cokelme
faz1 sonunda 6 L st faz reaktdrden bosaltilmak-
ta ve konsantre edilmis organik madde ve 4 L
besleme ¢ozeltisi musluk suyu ile birlikte reak-
tore pompalanmaktadir. Camur yasi, aerobik faz
sonunda alman fazla ¢amurla 8 giine ayarlan-
maktadir. Reaktoriin pH degeri 6.8—7.2 degerle-
ri arasinda pH kontrolor kullanilarak 0.1 N HCI
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ve 0.1 N NaOH ile saglanmaktadir. Zorunlu ok-
sijensiz ortam, azot gazi verilerek reaktdrdeki
¢Ozlinmiis oksijenin giderimi ile saglanmustir.
Oksijenli ortam i¢in hava difiizorler aracilifiyla
reaktore beslenmistir. AKR zamanlama cihazi
ile kontrol edilmektedir. Organik ve inorganik
besleme c¢ozeltilerini igeren sentetik atiksuyun
icerigi Tablo 1°de verilmistir. Fosforun ¢okel-
mesini engellemek i¢in besleme ¢ozeltileri ayri
ayrt hazirlanmigtir. Nitrifikasyonu engellemek
icin AKR’ye Allylthiourea (ATU) eklenmistir.
Aktif camur, Tokyo kentinde bulunan bir BAFG
mekanizmasiyla calisan bir atiksu aritma tesi-
sinden alimmistir. Organik madde kaynag: ola-
rak glikoz kullanilmistir. Reaktére 160 mg C/L
(425 mg KOI/L) glikoz ve 12.5 mg P/L fosfor
beslenerek KOI/P oran1 34 olarak ayarlanmustir.

AKR her hafta fosfat, nitrat, nitrit, asetat,
propiyonat, laktik asit, glikojen, PHA, toplam
fosfor (TP), ¢oziinmiis organik karbon (COK),
AKM ve UAKM olgiilerek ve detayli ¢evrimigi
analizleri yapilarak takip edilmistir. Fosfat,
nitrit, nitrat ve laktik asit 6l¢limii iyon kroma-
tografi (761 Compact IC, Metrohm Ltd.) ve
kapiler elektroforez (CIA, Waters) ile gercek-
lestirilmistir.  Ugucu yag asitleri (UYA), or-
ganik asit analizi kolonu SCR-101H (Shimadzu,
Japan) ve dalgaboyu 210 nm’deki UV detektorii
ile yliksek-performans sivi kromatografi (HP
1100 Series, Agilent Technologies) cihazinda
Olclilmiistiir. COK analizi TOK o6l¢iim cihazi
(TOC-500, Shimadzu, Japan) ile yapilmigtir.
Glikojen Ol¢limii i¢in modifiye fenol-siilfiirik
asit yontemi uygulanmistir (Dubois vd., 1956).
AKM ve UAKM standart metotlara gore
yapilmustir (Japan Sewage Works Association,
1997). Toplam fosfor (TP) 6l¢limii i¢in standart
yontemler uygulanmistir (1995). PHA, Satoh ve
digerleri, 1996 tarafindan belirtildigi sekilde
camurun metanolitik ayrismasinin ardindan gaz
kromatografi (GC-14A/FID, Shimadzu) ciha-
zinda 6l¢iilmiistiir.

Aktif gamur, Gram boyama ve Metilen mavisi
boyama ile rutin olarak gozlenmis, detayh
mikrobiyal tiir analizi i¢cin AKR’den aerobik fa-
zin bitiminde aktif camur 6rnekleri alinarak ana-
lizi gerceklestirilmistir. Camurdan DNA eks-
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traksiyonu icin FastDNA SPIN toprak kiti
(BIO101, Carlsbad, USA) kullanilmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), GeneAmp
PCR system model 9600 (Perkin-Elmer) ve T3
Thermocycler (Biometra, Germany) ile ytiriitiil-
miistiir. PCR amplifikasyonu i¢in universal 27f
ve 1492r primerleri kullanilmistir. 27f — 1492r
primer seti i¢cin uygulanan termal program sira-
styla, 95°C’de 10 dakika siireyle 6n-inkiibasyon,
94°C’de 25 c¢evrimlik 30 saniye siiren de-
natiirasyon, 48°C’de 30 saniye baglanma ve
72°C’de 3 dakika uzama seklindedir. Son uzama
icin ornekler 72°C’de 10 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Cogaltilan DNA, elektroforez ile
dogrulanmigtir (i-Mupid Mini Agarose Gel
Electrophoresis Apparatus System Advance Co.
Ltd., Tokyo, Japan). PCR firiinleri QIAQuick
PCR kiti (QIAGEN, Germany) ile saflastirilmis-
tir. Saflastiritlan PCR iirlinleri QIAGEN PCR-
Klonlama kiti (QIAGEN, Germany) ile iiretici
firmanin talimatnamesine gore klonlanmigtir.
Klonlarin sekans analizleri Macrogen (Korea)
tarafindan  gergeklestirilmistir. Sekans ana-
lizlerinin homoloji arastirmasi GenBank veri
tabaninda Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) programi ile yiriitilmistir. Diz-
inleme caligmalar1 icin CLUSTAL W programi
kullanilmigtir. ~ Filogenetik aga¢, molekiiler
evrim genetik analizi (MEGA4) program ile
¢izilmistir.

Tablo 1. Sentetik atiksuyun icerigi

I.Besleme Stok  II. Besleme Stok
Cozeltisi (g/5L) Cozeltisi (g/5L)
Ce¢H,NOg 100 KCl 21
Yeast extract 5 NH,C1 8.8
MgClL.2H,0  45.35 K,HPO, 9
KH,PO, 7
ATU 2

Deneysel ¢calisma sonuclari

Glikozla beslenen laboratuvar 6lgekli AKR nin
BAFG aktivitesinde, 2 ay siiresince belirgin de-
gisimler gdzlemlenmistir. Reaktoriin ilk done-
minde fosforun, anaerobik fazda iist faza
salinim1 ve aerobik fazda hiicre i¢ine alinmasi
artarak devam etmis ve biyolojik fosfor giderimi

aktif olarak goriilmiistiir. Ancak reaktortin ikinci
doéneminde (10 ile 35’inci giinler aras1) populasyon
dinamiginde meydana gelen degisimlerle birlikte
BAFG aktivitesi bozulmaya baglamugtir. 35’inci
gilinden itibaren ise kabarma problemi ile karsi-
lagilmistir ve kosullar 1iyilestirilemedigi igin
54°lncii giinde isletmeye son verilmistir. Sekil
1’de reaktdrdeki AKM ve UAKM degerlerinin
zamana gore degisimi verilmektedir. AKR’nin
ikinci periyodunda AKM degerleri 3000 — 4000
mg/L araliginda iken, 29’uncu giinden itibaren
kademeli olarak 2000 mg/L degerine diistiigii
gbzlemlenmistir.

Camurdaki TP igerigi ve iist fazdaki fosfor kon-
santrasyonlarindaki degisim BAFG aktivitesini
gosteren onemli parametrelerdir. Atiksu aritma
tesisinden alinan orijinal ¢amurda TP igerigi
%3.3 iken, 9’uncu giinde bu deger %6.5 degeri-
ne yiikselmis, 29 uncu giinde ise %4.3 degerine
diismiis ve 42’inci glinde %1.8 degerine inmis-
tir; 42°inci glinde gozlenen ¢amurdaki TP degeri
BAFG mekanizmasiin tamamen sona erdigini
gostermektedir (Sekil 2). Verilen bu degerler,
aerobik faz sonunda UAKM bazinda TP sonug-
laridir.
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Sekil 1. AKM ve UAKM konsantrasyonlarinin
zamana gore degisimi

Reaktoriin baslangi¢c doneminde anaerobik fazda
ist faza 9.7 mg P/L fosfat salinmis, anaerobik
faz1 takip eden aerobik fazda ise 13.5 mg P/L
fosfat hiicre i¢ine alinmistir. En yliksek fosfat
salinimi (39 mg P/L) ve hiicre i¢ine alinimi (40
mg P/L) 9’uncu giinde gézlemlenmistir. Reakto-
riin 29’uncu giinlinde fosfat salinimi ve hiicre
icine alimi sirastyla 18.1 mg P/L ve 18.2 mg P
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/L olarak olgiiliirken, bu degerler 42’inci glinde
sirastyla 11.6 mg P /L ve 4.5 mg P /L degerlerine
diismiistiir (Sekil 3).

Anaerobik ve aerobik fazlarda st fazda
fermentasyon iirlinleri olgiilmiistiir. Laktik asi-
din AKR’nin isletildigi siire boyunca, BAFG
aktivitesinden bagimsiz olarak anaerobik fazda
olustugu ancak aerobik fazda tiiketim hizinin
BAFG aktivitesine bagl olarak degistigi belir-
lenmistir. Asetat olusumu ise sadece 9’uncu
giinde gozlemlenmistir. AKR’nin isletilmesi si-
rasinda aerobik ve anerobik fazlarda zamana
bagh olciilen laktik asit konsantrasyonlart Sekil
4’te verilmektedir. Sekilden de goriildiigii tizere
reaktdriin 9’uncu giiniinde, glikoz hizlica laksit
aside fermente olmakta ve anaerobik faz sira-
sinda tiiketilmektedir. 29’uncu giinde ise, anae-
robik fazda olusan laktik asitin tiiketimi yavas-
lamaktadir. 29’uncu giinden sonra ise laktik
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asitin anaerobik fazda tliketilmedigi go6zlem-
lenmistir.

AKR’de sistem performansini izlemek igin ¢a-
mur yasina bagl olarak sec¢ilen giinlerde detayl
cevrimici analizler yiritilmistir. Cevrim igi
analizlerde anaerobik ve aerobik fazlardaki fos-
for transformasyonu disinda karbon transfor-
masyonunu belirleyen COK, fermentasyon
iiriinleri, glikojen ve PHA gibi diger 6nemli pa-
rametreler de izlenmistir. 9’uncu giinde yapilan
detayl1 ¢cevrimici analiz sonuglar1 Sekil 5’te go-
rilmektedir.

Anaerobik fazin ilk 10 dakikasinda COK kon-
santrasyonu hizli bir sekilde 60 mg C/L degeri-
ne diigmektedir. Ayn1 anda fermentasyon {iriin-
lerinden laktik asit ve asetat olusumu goézlem-
lenmektedir. Laktik asit anaerobik siiregte hiic-
re icine alinmakta ve anaerobik fazin sonunda
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Sekil 2. Camurdaki toplam fosfor igeriginin zaman gére degigimi
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Sekil 3. AKR 'de ¢evrim iginde gozlenen fosfat profili
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Sekil 4. AKR 'de ¢evrim iginde gézlenen laktik asit profili
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Sekil 5. 9’uncu giin detayli ¢cevrimi¢i analiz sonuglart

tamamen tiiketilmektedir. Anaerobik fazdaki
glikojen tiiketiminin oldukca diisiik oldugu go-
riilmistiir. Anaerobik siirecte 49.4 mg C/L PHA
birikmistir ve sonraki aerobik siirecte PHA nin
tamami metabolize edilmistir. Literatiirde yer
alan calismalarda da rapor edildigi lizere, biri-
ken PHA’nin Onemli bir kismi 3-hidrok-
sivaleratdan (3HV) meydana gelmektedir. Ana-
erobik faz sonunda biriken PHA’nin %77’si
3HV iken 3-hidroksibiitirat (3HB), 3-hidroksi-2-
metilvalerat (3H2MV) ve 3-hidroksi-2-metil-
biitirat (3H2MB) oranlar sirasiyla %8, %12 ve
%3 olarak hesaplanmistir. Wang ve digerleri
(2002)’nin g¢aligmalarinda glikozla besledikleri
reaktorde 3HV, PHA nin %83’linli kapsamakta-
dir. Hollender ve digerleri (2002) glikozlu
BAFG sistemlerinde PHA’nin %88’nin PHV
oldugunu rapor etmistir. Jeon ve Park (2000) ise
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3HV/PHA oranmi %60 olarak hesaplamigtir.
Liu ve digerleri (1996) glikoz ve laktik asit bes-
ledigi BAFG sistemlerinde 3HV/PHA oranini
strastyla %87 ve %82.6 olarak gozlemlemistir.

29’uncu giinde gerceklestirilen detayl ¢evrimici
analiz sonuglart Sekil 6’da verilmistir. COK
konsantrayonu anaerobik fazin hemen basinda
160 mg C/L degerinden 50 mg C/L degerine
diismiis ve anaerobik silire boyunca ¢ok degis-
memistir. Olusan tek fermentasyon {irlinlin lak-
tik asit oldugu gézlemlenmis ancak anaerobik
fazda tiikketilmedigi goriilmiistiir. Anaerobik fazi
takip eden aerobik fazda ise laktik asit tamamen
tiiketilmigstir. Asetat olusumu ise gozlemlenme-
mistir. 9’uncu giine kiyasla glikojen tiiketiminin
54 mg C/L degerine artmasi glikojen biriktiren
organizmalarin varligini isaret etmektedir.
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BAFG aktivitesindeki diisiis, PHA olusumuna
da yansimistir, PHA birikimi 31.9 mg C/L ola-
rak Olciilmiistiir. 29. giinde de PHA’nin yine
agirlikli olarak 3HV’den olustugu ancak 9’uncu
giine kiyasla daha diisiik bir oranda oldugu tes-
pit edilmistir. Anaerobik faz sonunda biriken
PHA’nin %68’1 3HV iken 3HB, 3H2MV ve
3H2MB oranlar sirasiyla %6, %24 ve %2 ola-
rak hesaplanmistir. Reaktoriin  9’uncu  ve
29’uncu giinlerinde 6l¢iilen biyokiitlenin PHA
kompozisyonu Sekil 7°de gosterilmektedir. Bi-
yolojik fosfor giderimindeki koétiilesme, anaero-
bik kosullarda biriken PHA miktarini azaltirken,
PHA kompozisyonunu etkilememistir.

AKR’nin igletildigi siire boyunca gergeklestiri-
len mikroskobik go6zlemler morfolojik olarak
farkli bakterilerin varliginmi gostermistir. Mik-
roskobik gozlemlerde, bakterilerin morfolojile-
rini belirleyebilmek i¢in Gram Boyama ve Meti-
len-mavisi Boyama yontemleri uygulanmigtir.
Baslangicta Gram-negatif kok seklinde hiicreler
ile birlikte ¢ok az miktarda filamentli organiz-
malar goriilmiistiir. 9’uncu giinde gdzlemlenen
metilen mavisi ile boyama sonucu menekse ren-
ginde boyanan kiimeler i¢indeki koklar Poli-P
birikimini gostermektedir ki bu donemde gozle-
nen iyi BAFG aktivitesi ile de tutarhdir.
29’uncu giinde dortli koklar belirgin sekilde
baskin hale gelmistir. Literatiirde, glikozun
GAO’larin ¢ogalmasina neden oldugu vurgu-
lanmistir ve GAO’lar dortli koklar seklinde go-
riilen belirgin bir morfolojiye sahiptir. 35’inci

glinde yapilan gozlemler acgik bir sekilde
filamentli organizmalarin baskin hale geldigini
gostermektedir ve 29’uncu giline benzer sekilde
dortlii koklar belirgin sekilde gdzlemlenmistir.
(Sekil 8). Type 0803 ve Nostocoida Limicola 11
isimli iki ana filamentli organizma goriilmiistiir.

9uncu ve 29uncu giindeki mikrobiyal
tiirlerdeki degisimi incelemek amaciyla PCR-
klonlama yontemi uygulanmistir. 200 adet
bakteriyel gen klonunun analiz sonuglarinin

BLAST wveri bankas1 ile karsilastirilmasi
sonucunda olusturulan taksonomik siniflandirma
Sekil 9’da  gosterilmistir.  9’uncu  giinde

mikrobiyal toplulugun 6nemli bir boliimiiniin
Firmicutes filumu oldugu ve laktik asit
bakterileri olarak da tanimlanan Lactococcus sp.
tirleri ile yakindan ilgili oldugu gozlemlenmis-
tir. 29’uncu giinde ise bu filumun tamamen
yokoldugu belirlenmistir. Filogenetik analizin
en Onemli sonucglarindan biri 29’uncu giinde
y-Proteobacteria filumunun %17’sinin
Candidatus Competibacter phosphatis tirl ile
yakindan 1ilgili olmasidir. Glikojen biriktiren
organizmalar (GAO), BAFG sistemlerinde
biyolojik fosfor gideriminin kdtiilesmesinden
sorumlu olarak diisiiniilmektedir ve Candidatus
Competibacter  phosphatis, GAO  olarak
tanimlanmistir (Crocetti vd., 2002). GAO’larin
baskin oldugu durumlarda glikojen, enerji ve
indirgeme giicli kaynag1 olarak kullanilarak
enerji kaynagi olarak kullanilan polifosfatin
hidrolizine gereksinimi azaltmaktadir.
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Sekil 6. 29 uncu giin detayli ¢cevrimigi analiz sonuc¢lar
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Sekil 9. Aktif camur orneklerinden olugturulan 16S rDNA klon kiitiiphanesi

Genel olarak fosfor biriktiren organizmalarin
glikozu, anaerobik kosullarda dogrudan hiicre
iclerine alamadiklar1 ancak glikozun kisa zincir-
li yag asitlerine doniistiiriildiigii zaman tiikete-
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bildikleri bilinmektedir. Molekiiler analiz so-
nuglarinda gozlemlenen pekc¢ok farkli fermen-
tasyon bakterilerinin varligi glikoz fermentasyo-
nunu kanitlamaktadir. Calisma sonuglarina ben-
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zer sekilde Kong ve digerleri (2001) de glikozla
beslenen BAFG sistemlerinde laktik asit bakte-
rilerinin yogun olarak goriilmekte oldugunu ra-
por etmistir. Jeon ve Park (2000), glikozun or-
ganik madde kaynagi olarak kullanildigi du-
rumda, BAFG’nin gerceklesebilmesi i¢in 2 fark-
11 bakteri tiiriiniin ortamda olmasinin gerekli ol-
dugunu vurgulamigtir. Bunlardan laktik asit
bakterileri, glikozu laktik aside fermente etmek-
te ve fosfat biriktiren organizmalar anaerobik
fosfor salinimdan enerji saglayarak olusan lak-
tik asidi PHA’ya doniistiirmektedir. Bu varsa-
yim, BAFG mekanizmasinin iyi oldugu dénem-
de laktik asidin anaerobik fazda tamamen tiike-
tilirken, BAFG mekanizmasinin koétiilestigi do-
nemde laktik asit tiiketiminin azalmasinmi agik-
lamaktadir. AKR’nin baglangic doneminde lak-
tik asit olusmasi ve olusan laktik asitin anaero-
bik fazda tiiketilmesi sonucu fermentasyon bak-
terileri ile Poli-P bakterilerinin biyolojik fosfor
giderimini birlikte gerceklestirdigi belirlenmis-
tir. Fermentasyon bakterilerinin glikozu fermen-
te etmesi sonucunda PAOQO’larin fermentasyon
tiriinlerini anaerobik fazda hiicre iclerine aldigi
ve PHA’ya donistiirdiigii diistiniilmiistiir. Belir-
gin oranda 3HV olusumu ve anaerobik fazda
laktik asidin tiiketilmesinden dolay1 laktik asidin
PAO’larca kullanilan esas karbon kaynag: oldu-
gu sonucuna varilmigtir. Olusgan PHA’nin
%77’sinin 3HV den olugmasi literatiirde sunulan
caligmalarla ortiismektedir.

Satoh ve digerleri (1992) tarafindan laktik asit
icin Onerilen metabolik modelde, laktik asit re-
doks dengesini saglamak i¢in asetil-CoA’ya ve
propiyonil-CoA’ya esit olarak pargalanarak
3HV ve 3H2MB bilesenlerinden olusan PHA’ya
doniismektedir. Ancak bu calismada, PHA nin
%12’sinin 3H2MV oldugu ve buna paralel ola-
rak az miktarda glikojen tiiketildigi belirlenmis-
tir. Bu sonuglardan hareketle, laktik asitle birlik-
te tiiketilen glikojenin asetil-CoA ve propiyonil-
CoA oranlarim1 degistirerek diger PHA bilesen-
lerine ek olarak 3H2MV olusumuna neden ol-
dugu diistiniilmiistiir.

AKR’nin  29’uncu  giinlinde  Candidatus
Competibacter phosphatis baskin halde gozlem-
lenmistir. BAFG sistemindeki kdétiilesmenin bu
tiriin baskin hale gelmesinden kaynaklandigi
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distinilmistiir ¢linkii GAO’lar fosfat biriktiren
organizmalara karsi baskin oldugu durumlarda
glikojen, enerji ve indirgeme giicii kaynag ola-
rak kullanilmakta ve enerji kaynagi olarak kul-
lanilan polifosfata gereksinimi azaltmaktadir.
Mikrobiyal analiz sonuglarina paralel olarak
29’uncu giinde 6nemli miktarda glikojen tiike-
timinin artmasi, karbon kaynag tiiketimine kar-
sin salinan fosfor degerinin (0.07 mol P/ mol C)
diismesi sistemde GAQ’larin aktif oldugunu
gostermektedir.

Sonuclar

Glikozla beslenen ardisik kesikli reaktorde bas-
langicta biyolojik fosfor giderimi yiiksek verim-
de gergeklestirilmistir. Ancak biyolojik asir1
fosfor giderim aktivitesi reaktoriin isletimi siire-
since kademeli olarak kotiilesmistir.

Glikozun karbon kaynagi olarak kullaniimasi
durumunda; fermentasyon bakterilerinin varli-
ginin biyolojik fosfor gideriminin gerceklese-
bilmesi i¢in dnemli oldugu goriilmiistiir. Gliko-
zun fermentasyonu sonucu olusan laktik asitin
fosfat depolayan organizmalarca esas karbon
kaynag1 olarak tiiketildigi ve 3HV’ce zengin
PHA olarak hiicre i¢inde depolandig1 belirlen-
mistir. Dolayisiyla laktik asit bakterileri ile fos-
fat depolayan organizmalarin biyolojik fosfor
giderimini birlikte ger¢eklestirdigi sonucuna va-
rilmastir.

Yiiksek konsantrasyonda glikoz beslenmesinin
literatiirde yer alan ¢alismalarin aksine glikojen
metabolizmasini ve dolayisiyla glikojen depola-
yan organizmalarin ¢ogalmasini destekledigi ve
biyolojik asir1 fosfor giderim aktivitesinin bo-
zulmasina neden oldugu bu calisma ile goste-
rilmistir.
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