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Ozet

Azot, bitki ve hayvan gelisimi igin gerekli bir besindir. Ayrica tiim mikroorganizmalar protein sentezi ve gelisim igin azota ihtiyag
duymaktadirlar. Fakat akinti ve potansiyel igme suyu kaynaklarinin nitrat kontaminasyonu ciddi ve hala artan bir problemdir. Insanlar igin
nitratlarin toksisitesi yeterince anlasilamamistir. Bununla birlikte, bunlarin tiiketimi bebekte mavi bebek sendromuna neden olabilmektedir(me
themoglobinemia). Nitratlarin nitritlere indirgenmesi kanserojen olarak bilinen nitrozaminlerin olugsmasini saglayabilmektedir. Bundan dolayi,
igme suyu ve atik sudan nitratin uzaklastirilmasi igin farkli prosesler kullanilmaktadir. Biyolojik denitrifikasyon nitrat uzaklastirmasi i¢in oldukg¢a
secicidir. Hatta biyolojik denitrifikasyon atiksu uygulamalarinda yillardir kullanilmaktadir. Biyolojik denitrifikasyonda heterotrofik veya ototrofik
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Biyolojik denitrifikasyon diger metotlardan daha ucuz oldugundan dolay1 tercih edilmektedir. Bu derleme bu
nedenle hazirlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Denitrifikasyon, mikroorganizma

Denitrification and Microorganisms

Abstract

Nitrogen is an essential nutrient for plant and animal growth. In addition, all microorganisms require nitrogen for protein synthesis and
growth. But, nitrate contamination of current and potential drinking water sources is a serious and ever-increasing problem. The toxicity of nitrates
for humans is not clearly understood. However, their consumption can cause infant methemoglobinemia. Reduction of nitrates into nitrites may
contribute to the formation of nitrosoamines, which are known carcinogens. Therefore, various unit processes have been used for nitrate removal
from drinking water and wastewater. Biological denitrification is highly selective for nitrate removal. Moreover, biological denitrification have
been used for years in wastewater treatments. Heterotrophic or autotrophic microorganisms have been used in biological denitrification. Biological
denitrification is cheaper than the other methods. Therefore, biological denitrification has been prefered. This review is preapered for this reason.
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GIRIS Bitkiler, azotu genellikle nitrat seklinde alirlar. Topraktaki
nitrat birikimi ise proteinlerin par¢alanma iirlinii olan amonyagin
mikrobiyal oksidasyonuyla olugur. Bu olay, iki basamakta
gerceklestirilir.  Birinci basamakta amonyak nitrite ¢evrilir
ve “nitrosifikasyon” denen bu olayda baslica Nitrosomonas,
Nitrosospira, Nitrosococcus ve Nitrosolobus cinslerine ait bakteri
tiirleri etkin rol oynarlar.

fkinci basamakta ise nitrit, Nitrobacter cinsine ait bakteri
tiirleri tarafindan nitratlara gevrilir (nitrifikasyon) [6]. Bu olaylarla
ilgili denklemler asagida verilmistir [4,5,7,8].

Nitrat ve nitrit bilesiklerinin, anaerobik kosullarda
mikroorganizmalar tarafindan rediiksiyona ugratilarak elementer
azota doniistiiriilmesi olay1 denitrifikasyon (nitrat solunumu)
olarak tanimlanmaktadir [1,2, 3].

Atmosferin %78’ ini olusturan azot, canlilardaki temel besin
maddelerinden biridir. Gerek canli biinyesinde ve gerekse olit
organizmalarda bulunan azot, dogada “azot cevrimi” denilen
bir dongii icinde siirekli dolanim halindedir. Yukarida kisaca
tanim1 yapilan biyolojik denitrifikasyon, bu ¢evrimin 6nemli
asamalarindan biridir [4]. Denitrifikasyonun 6nemini anlamak
icin, kisaca azot ¢evrimini 6zetlemek yararli olacaktir.

Toprakta bulunan organik azotlu maddeler, proteinler,
¢ekirdek asitleri, piirin ve pirimidin bazlari, glikozamin ve
galaktozamin gibi amino sekerlerdir. Topraktaki proteinler,
mikroorganizmalarm hiicre disina saldig1 “proteinaz “enzimleriyle
amino asitlere parcalanirlar. Bu faaliyetler sonunda meydana
gelen amino asitler, ya yine mikroorganizmalar tarafindan besin
olarak kullanilir veya daha kiigiik bilesenlerine ayristirtlirlar [5].

55NH, + 760, + 109HCO, — C,H,0,N" + 54NO, + 104H,CO,

400NO, + NH, _, H,CO, + HCO, + 195 0, — C;H,ON" + 3H,0 +
400NO,

Yukarida Ozetlenmeye ¢alisilan mikrobiyal faaliyetler
sonucunda meydana gelen nitratlar, eger hemen bitkiler tarafindan
alinmazsa yine topraktaki bazi bakteriler tarafindan rediiksiyona
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ugratilir ve bu sekilde nitritler, amonyak ve elementer azot olusur
(denitrifikasyon) ve toprak nitrat bakimindan fakirlesir [1,5].
Karbon kaynag: olarak metanoliin kullanildig: denitrifikasyona
ait sitokiyometrik bagint1 asagida verilmistir [9-11].

NO,+ 1,08 CH,OH + H — 0,065 C;H,ON" + 0,467 N, + 0,76
CO,+2,44HO®

) Bu denklemlerde bakteri hiicre formiilii olarak C,H,O,N alimistir.

Nitratlar bitkiler tarafindan alininca, bunlarmn 6nemli bir
bolimii protein molekdillerinin yapiminda kullanilir. Bitkisel
proteinleri yiyen hayvanlar, onlar1 hayvansal proteine cevirirler.

Hayvanlarin protein metabolizmast sonunda, artik madde
olarak iire ve {lirik asit gibi azotlu bilesikler disar1 atilir ve
bunlardan amonyak olusur. Diger taraftan, 6lii hayvanlarin ve
bitkilerin proteinlerinin pargalanmasiyla peptonlar, peptidler,
amino asitler ve sonunda amonyak ortaya ¢ikar (mineralizasyon
ve amonifikasyon) [5].

Azot gevriminde 6nemli bir bagka olay da, havanin 4/5’tinii
olusturan serbest azotun baglanmasidir. Bu olay, biri simbiyotik
digeri simbiyotik olmayan iki farkl yolla gergeklesir. Simbiyotik
azot baglanmasinda, baklagil bitkilerinin koklerine yerlesen ve
burada yumrular olusturan Rhizobium meliloti ve Rhizobium
leguminosarum gibi bakteriler rol almaktadir. Ayrica bazi kiif
mantarlari ve aktinomisetlerinde bitkiler ile simbiyotik yasayarak
azot bagladiklar ifade edilmektedir. Simbiyotik olmayan azot
baglanmast olayinda ise notral reaksiyonlu toprakta Azotobacter
gibi, asit reaksiyonlu toprakta ise Clostridium pasteurianum
gibi, alkali topraklarda ise siyanobakteriler gibi bakteriler gorev
alirlar. Bu 6zellige sahip bakteriler, sentezledikleri “nitrogenaz”
enzimleri sayesinde serbest azot baglama yetenegindedirler [5].
Sekil 1.”’de azot ¢evrimi ve etkili mikroorganizmalar 6zetlenmistir
[12].

Denitrifikasyonun Mekanizmasi
Uzerinde Etkili Faktorler

ve Denitrifikasyon

Denitrifikasyon  olayinda, nitratin  elementer azota
indirgenmesi dort basamakta gerceklesmekte (NO. - NO. - NO
ATMOSFER
AZOTU, N,
DENITRIFIKASYON AZOT FIKSASYONU
NO;—N, (N;’nin Baglanmas1)
Bakteriler: Ornek; Rhizobium, Clostridium,
Pseudomonadiar zotobacter, vb.
NITRAT OLUSUMU ORGANIR AZOT
(Nitrifikasyon) OLUSUMU
Y Azot, bitkisel ve hayvansal
NO;—>N, proteine doniigtirilir
Nitrobacter

NITRIT OLUSUMU TOPRAK ORGANIK AZOTU
NH;—NO, Bitkisel ve hayvansal
Nifrosomonas materyal ve atiklar
AMONYAK OLUSUMU ORGANIK AZOTUN
(Amonifikasyon) PARCALANMASI
Aminoasit—>NH; Protein, niikleik asit, vb.
Cesitli mikroorganizma Aminoasitler
Cesitli mikroorganizma
]

Sekil 1. Azot ¢evrimi ve etkili mikroorganizmalar [12]

- N,O - N,) ve bu basamaklarmn her biri ayrt bir enzim sistemi
tarafindan katalizlenmektedir. Denitrifikasyon bakterilerinde
membrana bagli olan bu enzimlerin sentezi anaerobik sartlarda
gerceklestirilir.

[lk basamag1 olusturan nitratlarin nitritlere indirgenmesinde,
molibden igeren membrana bagli “nitrat rediiktaz” enzimi rol
almakta, nitritlerin indirgenmesini ise, birinin merkezinde bakar,
digerinin merkezinde ise iki tane hem grubu olan iki farkli “nitrit
rediiktaz” enzimi tarafindan yiiriitiilmektedir. Diger taraftan azot
oksitlerin (NO) indirgenmesindeki enzimatik olaylar aydinliga
kavusturulmamakla beraber, denitrifikasyonun son sathasini
olusturan N,O’in elementer azota indirgenmesinde “N,O
rediiktaz” denen enzimin gorev aldig1 ve bu enzimin bakir igeren
bir sitoplazmik enzim oldugu belirtilmektedir [11,13-16].

Denitrifikasyon enzimleriyle ilgili calismalar daha c¢ok
Paracoccus  denitrificans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Pseudomonas stutzeri tiirleri izerinde yapilmistir.
Bu ayrintili ¢aligmalar sonucunda “nitrat rediiktaz” enziminin a,
b, ve d olmak iizere ii¢ alt initeden meydana geldigi, bunlardan
a-alt Ginitesinin molibden kofaktoriinii tagidigi, b-alt linitesinin
FeS gruplarini igerdigi ve d-alt iinitesinin ise sitokrom-b tagidigi
saptanmugtir [13]. Olduke¢a yiiksek ¢oziinebilirlikte olan enzim
membrana bagli, molibdo-proteindir, sadece anaerobik sartlar
altinda sentezlenmektedir [17]. Nitrit rediiktaz, bakir igeren hem-
grubu bulunmayan bir enzimdir [18]. Bundan bagka nitrik oksit
rediiktaz heniiz saflagtirilmamustir [17]. Nitroz oksit rediiktaz ise
hem-grubu igermeyen, bakir igceren bir enzimdir [17].

Denitrifikasyonun genetik temeli de arastirilmig ve en az 40
genin bu olay iizerinde etkili oldugu sonucuna varilmistir [13].

Bazi bakteri tiirlerinin enzim sistemleri {izerinde yapilan
ayrmntili arastirmalar sonucunda, enzimlerin sentezlenmesi ve
baskilanmasini etkileyen faktorlerin genel olmadigi, bu durumun
ise denitrifikasyonda rol alan bakterilerin genetik ¢esitliliginden
ve dolayisiyla metabolik farkliliklarindan — kaynaklandigt
belirlenmistir. Ornegin Paracoccus denitrificans tiirii ile yapilan
calismalarda “nitrat rediiktaz ” ve “nitrit rediiktaz ” tiretiminin ayr1
substratlarla baglatildig: bildirilmektedir. Nitrat rediiktaz enzimi,
oksijen ya da nitrit tarafindan (0,1mM) inhibe edilmezken, nitrit
rediiktazin aktivitesi, oksijen varliginda Snemli 6l¢lide inhibe
edilmigtir. Ortamda her iki enzimin bulunmasi durumunda ise,
nitratm nitrite tercih edildigi kaydedilmistir [11,14,19].

Denitrifikasyon yapma yetenegine sahip mikroorganizmalar,
nitratlardan ii¢ sekilde yararlanmaktadir:

1. Azot kaynagi olarak,

2. Nitratr nitrite, nitriti de amonyaga indirgemek suretiyle
nitrat asimilasyonunda,

3. Nitrati, oksijen yerine son elektron alicisi olarak [1, 20].

Denitrifikasyon, bir solunum olayr oldugundan, enerji
kaynagi olarak oksitlenebilir bir substrat ya da elektron vericisine
ihtiya¢ vardir. Denitrifiye edici bakteriler cogunlukla heterotrof
olup, kompleks organik maddeleri oksitlenebilir substrat olarak
kullanirlar. Ancak bazi denitrifikasyon bakterileri ise ototrofturlar
ve H,, CO, ya da kiikiirt bilesiklerini enerji kaynagi olarak
kullanirlar [11,21].

Heterotrofik denitrifikasyonda metanol, etanol, glikoz, asetik
asit ve formik asit gibi birgok organik madde karbon kaynag:
olarak kullanilmaktadir [22-27]. Ayrica metan ve karbonmonoksit
gibi gaz halindeki organik maddeler de substrat olarak
kullanilabilmektedir. Metan gazinin elektron vericisi olarak
kullanildig1 denitrifikasyonun mekanizmasi hakkindaki bilgiler
birtakim ¢eligkiler igermekle beraber, gaz halindeki karbon
kaynaklari igerisinde en kapsamli calisilan substrat, metandir.
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Arastiricilar, metan oksidasyonunun aerobik ya da
mikroaerofilik sartlara ihtiya¢ duydugunu ileri siirmiisler ve bu
denitrifikasyonun farkli iki mikroorganizmanin simbiyotik iliskisi
sonucu ger¢eklesebildigini belirtmislerdir [28]. Karbonmonoksitin
kullanildig1 ¢alismalar ise ¢ok daha az sayidadir.

Yukarida da belirtildigi gibi denitrifikasyon olay1, hidrojen
ve cesitli indirgenmis kiikiirt bilesiklerini enerji kaynagi
olarak kullanabilen ototrofik bakteri tiirleri tarafindan da
gerceklestirilmektedir  (ototrofik  denitrifikasyon).  Ototrofik
ireme kosullarinda herhangi bir dig organik karbon kaynagina
ihtiya¢ duyulmamakta, daha ¢ok karbondioksit ve bikarbonat,
hiicre sentezi i¢in karbon kaynag1 olarak kullanilmaktadir.

Diger taraftan Paracoccus denitrificans ve Thiobacillus
denitrificans gibi bazi bakteri tiirleri hem ototrofik hem de
heterotrofik  denitrifikasyon yapabilmektedir [14]. Ayrica
Ferrobacillus, Gallionella, Leptothrix ve Sphaerotilus cinslerine
ait bakteriler Fe™” i enerji kaynagi olarak kullanmak suretiyle
denitrifikasyon yapmaktadirlar. Asagida sirasiyla hidrojen,
tiyosiilfat ve elementer kiikiirt kullanimina iligkin sitokiyometrik
bagmtilar verilmistir [10,11,29,30].

2NO, + 5H, — N, + 4H,0 + 20H

58,0,+8NO, — 4N, +10 SO, + 2H

10 NO, “+ 1158° + 4,1HCO, + 0,5CO,+ 1,7INH, +2,54H,0 —
-0,92 CHNO, + 1180, + 54N + 962H

Biyolojik denitrifikasyonun azot ¢evrimindeki roliine ilaveten
igme sularinda biyolojik NO,- aritim1 i¢in de kullamlabileceginin
anlagilmasi, islemi daha verimli hale getirmek i¢in optimum
parametrelerin  belirlenmesi ¢aligmalarini da hizlandirmugtir.
Yapilan arastirmalar, denitrifikasyon bakterilerinin
metabolizmasinda elektron alicist olarak nitratla rekabet
eden oksijenin dnemli bir inhibitdr oldugunu ve 0,2mg/L’nin
iizerindeki oksijen konsantrasyonlarinda nitrat indirgenmesinin
gergeklesmedigini gostermistir [31,32]. Ancak Pseudomonas ve
Bacillus cinslerine ait birkag mikroorganizmanin aerobik sartlarda
da NO,’1 elektron alicist olarak kullanmak suretiyle denitrifiye
edebilecegi belirtilmektedir [33]. Diger taraftan, denitrifikasyon
sirasinda  hiicrelerde ki NADH dehidrogenaz, suksinat
dehidrogenaz ve metanol dehidrogenaz gibi H, koparilmasim
katalizleyen enzimlerin de rol oynadiklar1 belirlenmistir [16].

Arastiricilar, denitrifikasyon igin optimum pH araligmmn
pHS5-8, sicaklik smirlarinin ise 4-60°C oldugunu, bu smurlar
digindaki degerlerde ise denitrifikasyonun gergeklesmedigini
kaydetmislerdir [34]. Bunlarin disinda oksijen seviyesi, C/N
oranlari, nitrat konsantrasyonu, tuz, iz elementler gibi cogu
cevresel faktoriinde denitrifikasyon iizerinde etkili oldugu rapor
edilmistir [35-39].

Denitrifikasyon iizerinde inhibitdr etkisi olan bilesiklerin
basinda kiikiirt bilesikleri gelmektedir. Ayni zamanda, ¢ok az
miktarlar da bulunsa bile nitratin NO — N, O doniisiimiinii,
enzim  aktivitesini  baskilamak  suretiyle  engelledigi
belirtilmektedir [7,10].

Denitrifikasyonun Biyoteknolojik Amacla Kullanim
(icme sularindaki nitratin biyolojik giderimi)

Azotlu bilesikler, dogal yollarla veya insan faaliyetleri
sonucu akuatik sistemlere de gegmektedir. Ancak, bu ortamlara
insan faaliyetiyle gecen azot yiikii, dogal yolla gecene oranla ¢ok
daha fazladur.

Bu sistemlerdeki dogal azotlu bilesikler, yagislar ve
toprakla temas halindeki yiizey sularmin getirdigi maddeler ile,

mikroorganizmalar tarafindan baglanan azottan ibarettir. insan
faaliyetleri sonucu sularda meydana gelen azot yiikii ise, baslica
kentsel atik su aritma tesislerinin ¢ikis suyu ile koklagtirma
tesisleri, sun-i giibre fabrikalar1 ve nitroseliiloz fabrikalar1 gibi
sanayilerin drenaj sularndan kaynaklanmaktadir. Ozellikle
kentsel atik su aritma tesislerinin ¢ikis sulari, yagigsiz havada 40-
80 g/em’ azot igermektedir. Diger taraftan, akuatik sistemlerdeki
insan faaliyeti orijinli azotlu bilesiklerin dnemli bir kaynagini da
dogal veya sun-i giibreleme islemleri olusturmaktadir. Ciinki
toprak, giibrede bulunan fosfat ve amonyum iyonlarina kiyasla,
nitrat iyonlarin1 daha gii¢ baglayabilmekte ve bu iyonlar sonugta
drenaj sulariyla yikanarak akuatik sistemlere karigmaktadir.
Bu is icin dogal giibrelerin kullanilmasi halinde de, toprak
bakterilerinin metabolik faaliyetleri sonucunda nitrat iyonlari
olusacaktir [4,7,9,40].

Yapilan aragtirmalar, igme suyu kaynaklarina karisan azotlu
bilesikler igerisinde, insan sagligma en olumsuz etkilere sahip
bilesigin nitrat oldugunu [41], nitrat konsantrasyonu 500 mg/L’i
gecen igme sularinin, yetiskinlerde sindirim sistemi ve tirogenital
sistem iltihaplanmalarina yol actigini ve ayrica 6 ayliktan
kiiciik bebeklerde mide asitlerinin tam olugmamasi nedeniyle,
nitratlarin sindirim sisteminde nitritlere indirgendigi ve olusan
nitritin kandaki hemoglobin ile birleserek “methemoglobin”
maddesini olusturmasi sonucu “mavi bebek sendromu” veya
“methemoglobinemia” denen hastaligin ortaya ¢iktigini
gostermistir [42,43].

Diger taraftan i¢me sularindaki nitritlerin asitli ortamda
sekonder ve tersiyer aminler, alkil amonyum bazlar ve amidlerle
reaksiyona girmek suretiyle nitrosaminleri ve nitrosamidleri
olusturduklari, bu bilesiklerin ise kanserojen etkilerinin oldugu
kaydedilmektedir [4,9,40]. Akuatik sistemde nitrit birikimine
neden olan faktdrlerden biri ortamdaki ortak elektron vericisi
i¢in nitrat ve nitrit rediiktazin rekabete girmesi ve bazi denitrifiye
organizmalar vasitasiyla nitrit birikiminin artmasidir [44-46].
Ayrica bazi arastiricilar tarafindan da karbon kaynagimim se¢iminin
ortamdaki nitrit birikim seviyesini etkiledigi gosterilmistir [47-
49]. Karbon kaynagi olarak sukroz kullanildiginda nitrit birikimi
5SmgNO,/L iken [49], etanol ile metanol kullanildiginda ise bu
oran degismektedir [50]. Ortamda biriken nitritin de baliklar ve
akuatik canlilar i¢in son derece toksik oldugu bildirilmektedir
[51-55].

Yukarida 6zetlenmeye calisilan sakincalari nedeniyle Cevre
Koruma Ajanst (EPA) ve Diinya Saghk Orgiiti (WHO) gibi
kurumlar, igme sularinda sirasiyla 10 ve 11,3 mg NO,-N/L simr
degerlerini belirlemislerdir [7,9,10,56]. Tiirk igme suyu standardi
TS-226’ya gore igme suyunda miisade edilen maksimum nitrat
konsantrasyonu 45 mg/L’dir.

Denitrifikasyon yapan bakteriler

Denitrifikasyon olay1, Proteobacter’lerden ve Archaea’
lere kadar olan prokaryotlar arasinda genis bir dagilim
gostermektedir [57,58]. Denitrifikasyon iizerinde yapilan ¢ok
sayidaki aragtirma sonucunda, Achromobacter, Acinetobacter,
Aeromonas, Alcaligenes, Aquaspirillum, Azospirillum, Bacillus,
Beggiatoa, Chromobacterium, Clostridium, Desulfovibrio,
Erythrobacter,  Gallionella, Halobacterium, Halomonas,
Hyphomicrobium, Neisseria, Paracoccus, Propionibacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, Rhodopseudomonas, Thiobacillus,
Vibrio ve Xanthomonas cinslerine ait ¢ok sayida bakterinin
denitrifikasyon aktivitesine sahip oldugu saptanmistir [11].

Her ne kadar denitrifikasyon yapan bakteri sayis1 fazla ise
de, NO, giderimi amaciyla {izerinde arastirma yapilan tiirlerin
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baslicalar1 Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas stutzeri, Paracoccus denitrificans, Thiobacillus
denitrificans ve Bacillus licheniformis’ tir [2,11,22].

SONUC

Nitrat kirliligini gidermek i¢in kimyasal ¢oktiirme, iyon
degisimi, ters ozmoz, elektrodiyaliz ve distilasyon gibi ¢esitli
fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu
yontemlerin segiciliklerinin az olmasi, yiiksek enerji maliyetine
sahip olmalari ve aritilmis suya bagka maddelerin karismasina yol
acmalart gibi, kullanimlarint giiglestiren dezavantajlari vardir.
iste bu nedenlerle, tamamen dogal bir proses olan biyolojik
denitrifikasyonla nitrat giderme ¢alismalari, giiniimiizde daha
da oOnem kazanmaktadir. Bu islemde, mikroorganizmalar
anaerobik ortamda elektron verici madde yardimiyla (karbon
kaynag1), nitratlar1 oksijenin yerine son elektron alicisi olarak
kullanmak suretiyle, havanin tabii bir bileseni olan azot gazina
indirgemektedirler [9]. Tiim bunlara ilaveten maliyetinin diisiik
olmasi da ayr1 bir avantaj olarak goziikmektedir.

Giintimiizde denitrifikasyon kapasitesi yiiksek olan yeni tiir
arayislarina ve bunlarin optimizasyon calismalarmin detayli
bir sekilde bilim insanlar tarafindan ele alinmasina ihtiyag
duyulmaktadir.
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