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Abstract: Research on isolation and identification of filamentous microorganisms causing some problems in activated
sludge. In this research, isolation and identification of filamentous microorganisms causing many problems in activated sludge were
studied. It was determined growth properties of selected 4 isolates in different pH and temperature conditions. Regarding to pH and
temperature, isolates best grown at pH 6-7 and 25-35°C, respectively.
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Ozet: Bu arastirmada oncelikle aktif camur sistemlerinde birgok soruna neden olan ipliksi bakterilerin izolasyonu ve tanilanmasi
yaplimistir. 1zole edilenler arasindan segilen 4 ipliksi bakteri izolati izerinde farkli pH ve sicaklik kosullarinda blylime &zellikleri
belirlenmistir. pH 6-7, sicaklik 25-35°C civarinda en iyi bilytime gézlenmistir.
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Girig

Cevre saghgini ilgilendiren birgok organik atik glinimiizde
cesitli aerobik biyolojik artma prosesleri ile daha kararl
inorganik formlara dénUstirtlebilir. Yararlanilan bircok yontem
icerisinde aktif ¢amur sistemi en popller ve en kullanigli
olanlardan biridir. Bu proses, dogal olarak kabul edilebilir bir
cikis suyunun olusumu icin iki badimsiz karakteristige
dayanmaktadir. Birinci 6zellik mikroorganizmalar tarafindan
slispande ve kolloidal organik maddelerin tam asimilasyonu
sonucu COz, su ve daha birgok inert maddeler gibi son
Urtnlerin olusumudur. Aktif ¢amur prosesinin bu ilk fazi
genellikle substrat kullanimi olarak ifade edilir. ikinci faz,
yiiksek kalitede ¢ikis suyunun olusturulmas! igin diisik BOI'l
son Urin elde edilebilmek amaciyla mikroorganizmalarin ve
diger stispande maddelerin veya kolloidal bilesiklerin kolayca
cOkelebilir kitleye flokulasyonudur (Scruggs ve Randall,
1998). Aktif camur sisteminin tim operasyonel etkinligi direkt
olarak bu ¢okeltim olayina baglidir.Aktif camur prosesinde 50-
2000 pum gapinda floklarin olusumu birgok faktére baghdir. Bu
faktorlerden biri Fe3* ve Ca?* gibi polivalent katyonlar ile
olusturulan iyonik kdprilerin  bireysel hiicreleri birbirine
tutunmasini saglamasidir. Diger bir etken de htcrelerin iginde
bulundugu bir matriksi olusturan yapistirici  dzellikteki
genellikle glikokaliks olarak ifade edilen ve baslica seliiloz ve
hemiseliiloz tip polimerler olan polisakkaritler ile muhtemelen
6lu hicrelerden agiga ¢ikan DNA ve RNA'dan ibaret hiicreleri
birbirine baglayan maddelerdir. Flok olusumuna katkida
bulunan dglinci fenomen olarak, filament6z bakterilerin bir
matriks veya iskelet olusturdugu ve bunlara bakterilerin,
ozellikle civik ve kapstl olusturan bakterilerin bu yapilardaki
ekzopolisakkaritier sayesinde tutunmalaridir (Verstraete ve

Vaerenbergh, 1986). Ekzopolisakkaritler aktif camurda
polielektrolitter ~ gibi ~ davranirlar ~ ve  partikllerle,
mikroorganizmalarin birbirine tutunmasini saglarlar (Horan et
al, 1988). Siirekli EPS (iretimi, diger mikroorganizmalarin ve
kolloidal partikillerin birbirine tutunmasina neden olur ve
sonugta flok c¢api artar. Bdylece, protozoanlar da flogda
tutunarak  kolonize  olurlar.  Protozoanlarin  flogu
desteklemesine katkida bulunabilen yapiskan bir mukus
salgiladigina dair bazi deliller vardir (Horan, 1990).

Filamentli mikroorganizmalar aktif ¢amur sistemlerinde
cOkme karakteristikleri lUzerinde oldukga etkin olduklarindan
bu organizmalarin yiksek yogunlukta bulunmasi durumunda
sistemi olumsuz ydnde etkileyen siskin camur ortaya
clkmaktadir.  Aktif ¢amur  kommunitesinde  genellikle
organotrofik bakteriler baskindir ve bunlarin blytk bir kismi
camur floklarina dahil olmasina ragmen bazilari sivi igerisinde
serbest olarak bulunmaktadirlar. Bakteriler ve saprobik
protozoonlar, holozoik protozoonlar ve rotiferler igin besin
kaynagidirlar (Horan, 1990). Aktif camurda bulunan baglica
bakteri genuslari ve fonksiyonlari tablo halinde verilmistir
(Tablo 1).

Filamentli bakteriler ise genellikle bir kilif veya tip
icerisinde veya boyle bir yapiya gereksinim duymadan arka
arkaya dizilmis hicrelerin olusturdugu ipliksi bakterilerdir. Aktif
camurda ve siskin ¢amurda oldukga sik rastlanan filamentli
bakteriler Gram pozitif bakterilerden Microthrix parvicella,
Nocardia amarae ve Nocardia pinensis; Gram negatif
bakterilerden Sphaerotilus natans, Leptothrix sp., Thiothrix
sp., Beggiatoa sp., Haliscomenobacter sp. ve Herpetosiphon
sp. tiirleri olup, izolasyon, kiiltivasyon ve tanilama yontemleri
gelistirilmis ve 6zellikleri belirlenmistir. (Kampher, 1997).
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Tablo 1. Aktif camurda bulunan baglica bakteri genuslari ve fonksiyonlar
(Horan, 1990).

Genus Gorevi
Zooglea Slime(civik madde) tiretimi
Pseudomonas Karbonhidrat pargalanmasi, slime tretimi, denitrifikasyon
Bacillus Protein pargalanmasi
Arthrobacter Karbonhidrat pargalanmasi
Microtrix Yaglarin pargalanmasi, filamentoz biyime
Nocardia Filamentéz blyime , kdpik olusumu
Sphaerotilus Filament6z buyime
Acinetobacter Fosfor uzaklastiriimasi
Nitrosomonas Nitrifikasyon
Nitrobacter Nitrifikasyon
Achromobacter  Denitrifikasyon
Cytophaga Polimerik substratlarin pargalanmasi
Funguslar ve mayalar genellikle aktif camurda

bulunurlar, fakat bazi biyokimyasallarin devamli girisi veya
cesitli sekerlerin  bulunmamasi gibi durumlarda dominant
degildirler. Protozoonlar ise toplam ¢amur agdirhiginin %5-
10°'nu olusturmaktadirlar; flagellatlar ve serbest hareket eden
siliatlar ise genellikle 108/mlden daha yiksek bakteri
konsantrasyonlarinda bulunurlar. 108/ml'den daha dusuk
bakteri konsantrasyonlarinda ise sapli siliatlar dominanttir ve
askida kati maddenin uzaklastiriimasina katkida bulunurlar
(Verstraete ve Vaerenbergh, 1986).

Arastirmamizda, izmir yoresindeki cesiti sanayi
tesislerinin aktif camur tipi aritma tesislerinden aldigimiz aktif
camur orneklerinden filamentli  bakteri izolasyonu ve
identifikasyonu yapilmis, ayrica sicaklik ve pH gibi gesitli
faktorlerin bu organizmalar lizerindeki etkileri arastiriimistir.

Materyal ve Yontem

Aktif camur Ornekler 1997-1998 yillarinda gesitli zaman
araliklarinda izmir-Aliaga-Petkim-Petrokimya Holding A.S. ve
Tiipras Izmir Rafineri Atk Giderme Uniteleri Biyolojik
Havuzundan ve Geri Dénusten kahverengi steril siseler ile
alinmis ve iki saat icinde laboratuvara getirilmistir. Tesisden
alinan aktif camur drneklerinin her biri 200 ml hacimde vorteks
mikser' de 2 dk. homojenize edildikten sonra 5um por ¢apina
sahip glass fibre filtreden gegcirilmistir. Filtre 10 ml steril
fizyolojik suda steril bir bisturi ile kazindiktan sonra iyice
yikanarak bu islem 2 kez tekrarlanmis, filtrede kalan kisim bir
6ze ile filamentli bakterilerin izolasyonunda kullanilan TY
agara ( Tripton 5 g, Yeast ekstrakt 1 g, Distile su 1000 ml),
Sphaerotilus natans besiyeri CGY agara ( Casitone 0,5 g,
Yeast ekstrakt 0.2 g, Gliserol 0,5 g, Agar 15 g, Distile su 1000
ml) ve Leucothrix besiyeri SCY agara ( Sukroz 1 g, Casitone
0.75 g, Yeast ekstrakt 0.25 g, Triptik soy broth 0,025 g,
Vitamin B2 0.01 mg, Thiamin 0.4 mg, Agar 15 g, Distile su
1000 ml) ¢izgi ekim yontemi ile; ayrica filtrenin 10 ml steril
fizyolojik suda yikanmasi sonucu elde edilen sividan 0.1 ml
alinip L bagetle tim ylizeye yayilmasi suretiyle yukarida
bahsedilen ortamlara aktariimistir. 25°C’de 5 gun inklibasyon
sonucu filamentli koloniler belirlenip saflasincaya kadar kendi
ortamlarina ¢izgi ekimleri yapilmistir. Saf Kkiiltirlerin faz
kontrast mikroskopla filamentli olup olmadiklari dogrulanmigtir
(Dodero, 1961; Van Veen, 1973; Horan, 1988; Williams et al.

1985; Ziegler et al., 1990; Hornsby ve Horan, 1994).

izolatlar Nutrient Agar besiyeri iceren petrilere inokule
edilerek 30°C'de 48 saat inkiibasyon sonucunda kiltirel
ozellikleri incelenmis; ayrica KOH testi ve Gram boyama
yontemi ile mikroskobik dzellikleri ile yari kati besiyerinde ve
cukur lam ydntemi uygulanarak hareketli olup olmadiklari
saptanmigtir.  Tanimlamalarinin ~ yapiimasi i¢in ~ gerekli
biyokimyasal testler Bergey’s (1984) ve Procaryotes (1992)'a
gore yapilmistir. D (+) Glukoz, Sukroz ve Laktoz kullanilarak
karbohidrat fermentasyonu; H2S Uretimi; Nitrat rediksiyonu;
indol tiretimi; Eskulin hidrolizi ve OfF testi (oksidatif/fermentatif
testi) gibi biyokimyasal testlerin de yapildigi izolatlar farkl
sicaklik ve pH denemelerine alinmistir (Gerhardt et al.,1981;
Tamer ve dig.,1989).

izolatlarin  farkli  sicaklik derecelerinde  biiyiime
ozelliklerini incelemek amaciyla yapilan ¢alismada 25°C'de 48
saat TY brothda biydtilen izolatlardan 0.1 ml alinarak 10 ml
TY brotha asilama yapimis ve 20-40°C arasinda her
defasinda sicakligi 5°C’er arttirarak 72 saat inklibe edilen
kiltiirler sonikatorde 40 W 15 sn sonikasyonla pargalandiktan
sonra 400 nm'de Shimadzu UV-visible spektrofotometre ile
absorbanslari él¢liimistir (Gerhardt et al., 1981).

izolatlarin gesitli pH'larda bilyiime 6zelliklerini incelemek
amactyla yapilan ¢alismada da pH 4-10 degerlerinde pH birer
birer artirilimak suretiyle, daha dnce yine 25°C’de 48 saat TY
brothda biyitllen izolatlardan 0.1 ml alinarak 10 ml TY brotha
asllama yapilmis ve sabit 25°C sicaklikta 72 saat inkiibasyon
sonrasl kultirler sonikatérde 40 W 15 sn sonikasyonla
parcalandiktan sonra 400 nm’'de Shimadzu UV-visible
spektrofotometre ile absorbanslar élglimistir (Gerhardt et
al., 1981).

Tartigma ve Sonug

Toplam 32 farkli izolat arasinda faz kontrast mikroskopla
filamentli olduklari saptanan 4 izolatin Nutrient Agar'daki
kolonileri yuvarlak, konveks,diiz kenarli ve nemli yiizeylidir;
koloni rengi beyaz olup pigmentasyon yoktur; eksimsi bir
aromasl vardir. GYC Agarda 30°C'de 48 saat inkiibasyon
sonucunda koloniler birbiri ile karigmakta ve tim petri ylzeyi
mukoid kolonilerle kaplanmaktadir; tim izolatlarin hareketli
olduklar saptanmistir. Segilen 4 izolat da Gram negatif gubuk
seklinde, oldukga biyik kapslli ve 0.6-1.9 um boyutlarinda
bakterilerdir.

Segilen 4 izolatin belirlenen biyokimyasal 06zellikleri
Tablo 2'de verilmigtir.

Sicaklik parametresi denemelerinde genel olarak tim
izolatlar 20 ve 40°C'de en dugslk absorbans degerlerini
gdstermiglerdir. 8 no.lu izolat hari¢ diger izolatlar 30°C'de en
ylksek biyime degerlerini gostermisler, ancak 8 no.lu izolat
ise 35°C’de en ylksek blylime degerini gdstermistir. Tablo
3'de izolatlarin farkl sicakliklardaki absorbans degerleri, Sekil
1'de ise farkli sicakliklarin blylime (zerindeki etkileri
gosterilmistir (Tablo 3, Sekil 1). pH degerlerine bakildiginda
ise butiin izolatlar pH 4' de en dusik bliylime degerlerini
gostermiglerdir. izolat 4, pH 5'te en yiiksek absorbans degerini
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(A 1,203) gbstermis; izolat 3, 5 ve 8 ise nétr pH 7'de en
ylksek absorbansi sirasiyla 1.257, 1.116 ve 1,349 olarak
gostermiglerdir. Bu pHdan uzaklastikca kademeli olarak
absorbanslarda diismeler gdzlenmistir (Tablo 4, Sekil 2).

Tablo 2. Segilen 4 izolatin biyokimyasal 6zellikleri.

Biyokimyasal Ozellikler lzolat3  lzolat4  Izolat5 Izolat 8
Gram Reaksiyon + + + +
Hareketlilik + + + +
Laktoz - - - -
D(+)Glukoz A A A A
Sukroz A - A -
H2S Uretimi -
Nitrat Ind. () + + +
Indol Uretimi - - - -
Esklin Hidrolizi - (+) (+) -
Oksidatif - - - -
Fermentatif - -
+: tipik pozitif; -: tipik negatif; (+): zayif pozitif; A : Asit
Tablo 3. izolatlarin farkli sicakliklarda biiyiime degerleri.
i Sicaklik (°C)
lzolatNo —55¢ — 25°c _ 30°C___ 35°C___ 40°C
3 0.210 0.452 0.637 0.404 0.305
4 0.213 0.246 0.960 0.772 0.290
5 0.101 0.592 0.650 0.667 0.523
8 0.235 0.336 0.442 0.831 0.709
Tablo 4. izolatlarin farkl pH'larda biiyiime degerleri.
izolat pH Degerleri
No 4 5 6 7 8 9 10
3 0.0001 0341 1.035 1257 1.082 1.02 0842
4 0019 1203 113 1102 0909 0.642 0.261
5 0.0049 0338 1.14 116 1.038 0.824 0.716
8 0010 0910 1277 1.349 1.207 1.017  0.970
1,2
1
g 08 Oizolat 3
Qo
506 Wizolat 4
<04 ]
0.2 Oizolat 5
0 Oizolat 8

20 25 30 35 40
Sicakli’c

$Sekil 1. Sicakligin izolatlarin biyiimesi (izerine etkisi.

lyi bir flok olusumu igin filamentli mikroorganizmalarin ve
flok olusturucularin  aktif ¢amurda dengede bulunmasi
gerekmektedir. Genel olarak filamentli organizmalarin aktif
camur sistemlerinde asiri gogalip bulking sludge denilen siskin
camur olusumuna yol agmasi ve diger bakterilere Ustlinlik
saglama nedenlerinden biri distik pH sartlari oldugundan,
bizim ¢alismamiz da bu amag dogrultusunda ydrttilmastir ve
pH'min filamentli organizmalar (izerine etkisinin 4 no.lu izolatta
aclkca gorilmektedir. Ote yandan diger izolatlarin blylime
absorbanslarina da bakildiginda izolat 5 ve izolat 8'in pH
6'daki absorbanslarinin pH 8'den daha ylksek oldugu agikca
gorilmektedir.. Bu nedenle bu iki izolatin da nétr pH'nin
hemen altindaki pH'larda bazik pH'ya gére daha iyi biyime
gosterdigi belirlenmistir.
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