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Özet
Azot, bitki ve hayvan gelişimi için gerekli bir besindir. Ayrıca tüm mikroorganizmalar protein sentezi ve gelişim için azota ihtiyaç 

duymaktadırlar. Fakat akıntı ve potansiyel içme suyu kaynaklarının nitrat kontaminasyonu ciddi ve hala artan bir problemdir. İnsanlar için 
nitratların toksisitesi yeterince anlaşılamamıştır. Bununla birlikte, bunların tüketimi bebekte mavi bebek sendromuna neden olabilmektedir(me
themoglobinemia). Nitratların nitritlere indirgenmesi kanserojen olarak bilinen nitrozaminlerin oluşmasını sağlayabilmektedir. Bundan dolayı, 
içme suyu ve atık sudan nitratın uzaklaştırılması için farklı prosesler kullanılmaktadır. Biyolojik denitrifikasyon nitrat uzaklaştırması için oldukça 
seçicidir. Hatta biyolojik denitrifikasyon atıksu uygulamalarında yıllardır kullanılmaktadır. Biyolojik denitrifikasyonda heterotrofik veya ototrofik 
mikroorganizmalar kullanılmaktadır. Biyolojik denitrifikasyon diğer metotlardan daha ucuz olduğundan dolayı tercih edilmektedir. Bu derleme bu 
nedenle hazırlanmıştır.
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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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GİRİŞ
Nitrat ve nitrit bileşiklerinin, anaerobik koşullarda 

mikroorganizmalar tarafından redüksiyona uğratılarak elementer 
azota dönüştürülmesi olayı denitrifikasyon (nitrat solunumu) 
olarak tanımlanmaktadır [1,2, 3].

Atmosferin %78’ ini oluşturan azot, canlılardaki temel besin 
maddelerinden biridir. Gerek canlı bünyesinde ve gerekse ölü 
organizmalarda bulunan azot, doğada “azot çevrimi” denilen 
bir döngü içinde sürekli dolanım halindedir. Yukarıda kısaca 
tanımı yapılan biyolojik denitrifikasyon, bu çevrimin önemli 
aşamalarından biridir [4]. Denitrifikasyonun önemini anlamak 
için, kısaca azot çevrimini özetlemek yararlı olacaktır.

Toprakta bulunan organik azotlu maddeler, proteinler, 
çekirdek asitleri, pürin ve pirimidin bazları, glikozamin ve 
galaktozamin gibi amino şekerlerdir. Topraktaki proteinler, 
mikroorganizmaların hücre dışına saldığı “proteinaz “enzimleriyle 
amino asitlere parçalanırlar. Bu faaliyetler sonunda meydana 
gelen amino asitler, ya yine mikroorganizmalar tarafından besin 
olarak kullanılır veya daha küçük bileşenlerine ayrıştırılırlar [5].

Bitkiler, azotu genellikle nitrat şeklinde alırlar. Topraktaki 
nitrat birikimi ise proteinlerin parçalanma ürünü olan amonyağın 
mikrobiyal oksidasyonuyla oluşur. Bu olay, iki basamakta 
gerçekleştirilir. Birinci basamakta amonyak nitrite çevrilir 
ve “nitrosifikasyon” denen bu olayda başlıca Nitrosomonas, 
Nitrosospira, Nitrosococcus ve Nitrosolobus cinslerine ait bakteri 
türleri etkin rol oynarlar. 

İkinci basamakta ise nitrit, Nitrobacter cinsine ait bakteri 
türleri tarafından nitratlara çevrilir (nitrifikasyon) [6]. Bu olaylarla 
ilgili denklemler aşağıda verilmiştir [4,5,7,8].

55NH4 + 76O2 + 109HCO3 → C5H7O2N
* + 54NO2 + 104H2CO3       

400NO2 + NH4 + 4 H2CO3 + HCO3 + 195 O2   → C5H7O2N
* + 3H20 + 

400NO3    

Yukarıda özetlenmeye çalışılan mikrobiyal faaliyetler 
sonucunda meydana gelen nitratlar, eğer hemen bitkiler tarafından 
alınmazsa yine topraktaki bazı bakteriler tarafından redüksiyona 
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uğratılır ve bu şekilde nitritler, amonyak ve elementer azot oluşur 
(denitrifikasyon) ve toprak nitrat bakımından fakirleşir [1,5]. 
Karbon kaynağı olarak metanolün kullanıldığı denitrifikasyona 
ait sitokiyometrik bağıntı aşağıda verilmiştir [9-11].

NO3+ 1,08 CH3OH + H →  0,065 C5H7O2N
* + 0,467 N2 + 0,76 

CO2 + 2,44 H20 (*) 
 (*) Bu denklemlerde bakteri hücre formülü olarak C5H7O2N alınmıştır.

Nitratlar bitkiler tarafından alınınca, bunların önemli bir 
bölümü protein moleküllerinin yapımında kullanılır. Bitkisel 
proteinleri yiyen hayvanlar, onları hayvansal proteine çevirirler.

Hayvanların protein metabolizması sonunda, artık madde 
olarak üre ve ürik asit gibi azotlu bileşikler dışarı atılır ve 
bunlardan amonyak oluşur. Diğer taraftan, ölü hayvanların ve 
bitkilerin proteinlerinin parçalanmasıyla peptonlar, peptidler, 
amino asitler ve sonunda amonyak ortaya çıkar (mineralizasyon 
ve amonifikasyon) [5].

Azot çevriminde önemli bir başka olay da, havanın 4/5’ünü 
oluşturan serbest azotun bağlanmasıdır. Bu olay, biri simbiyotik 
diğeri simbiyotik olmayan iki farklı yolla gerçekleşir. Simbiyotik 
azot bağlanmasında, baklagil bitkilerinin köklerine yerleşen ve 
burada yumrular oluşturan Rhizobium meliloti ve Rhizobium 
leguminosarum gibi bakteriler rol almaktadır. Ayrıca bazı küf 
mantarları ve aktinomisetlerinde bitkiler ile simbiyotik yaşayarak 
azot bağladıkları ifade edilmektedir. Simbiyotik olmayan azot 
bağlanması olayında ise nötral reaksiyonlu toprakta Azotobacter 
gibi, asit reaksiyonlu toprakta ise Clostridium pasteurianum 
gibi, alkali topraklarda ise siyanobakteriler gibi bakteriler görev 
alırlar. Bu özelliğe sahip bakteriler, sentezledikleri “nitrogenaz” 
enzimleri sayesinde serbest azot bağlama yeteneğindedirler [5]. 
Şekil 1.’de azot çevrimi ve etkili mikroorganizmalar özetlenmiştir 
[12].

Denitrifikasyonun Mekanizması ve Denitrifikasyon 
Üzerinde Etkili Faktörler

Denitrifikasyon olayında, nitratın elementer azota 
indirgenmesi dört basamakta gerçekleşmekte (NO3 - NO2 - NO 

- N2O - N2) ve bu basamakların her biri ayrı bir enzim sistemi 
tarafından katalizlenmektedir. Denitrifikasyon bakterilerinde 
membrana bağlı olan bu enzimlerin sentezi anaerobik şartlarda 
gerçekleştirilir.

İlk basamağı oluşturan nitratların nitritlere indirgenmesinde, 
molibden içeren membrana bağlı “nitrat redüktaz” enzimi rol 
almakta, nitritlerin indirgenmesini ise, birinin merkezinde bakır, 
diğerinin merkezinde ise iki tane hem grubu olan iki farklı “nitrit 
redüktaz” enzimi tarafından yürütülmektedir. Diğer taraftan azot 
oksitlerin (NO) indirgenmesindeki enzimatik olaylar aydınlığa 
kavuşturulmamakla beraber, denitrifikasyonun son safhasını 
oluşturan N2O’in elementer azota indirgenmesinde “N2O 
redüktaz” denen enzimin görev aldığı ve bu enzimin bakır içeren 
bir sitoplazmik enzim olduğu belirtilmektedir [11,13-16].

Denitrifikasyon enzimleriyle ilgili çalışmalar daha çok 
Paracoccus denitrificans, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa ve Pseudomonas stutzeri türleri üzerinde yapılmıştır. 
Bu ayrıntılı çalışmalar sonucunda “nitrat redüktaz” enziminin a, 
b, ve d olmak üzere üç alt üniteden meydana geldiği, bunlardan  
a-alt ünitesinin molibden kofaktörünü taşıdığı, b-alt ünitesinin 
FeS gruplarını içerdiği ve d-alt ünitesinin ise sitokrom-b taşıdığı 
saptanmıştır [13]. Oldukça yüksek çözünebilirlikte olan enzim 
membrana bağlı, molibdo-proteindir, sadece anaerobik şartlar 
altında sentezlenmektedir [17]. Nitrit redüktaz, bakır içeren hem-
grubu bulunmayan bir enzimdir [18]. Bundan başka nitrik oksit 
redüktaz henüz saflaştırılmamıştır [17]. Nitroz oksit redüktaz ise 
hem-grubu içermeyen, bakır içeren bir enzimdir [17].

Denitrifikasyonun genetik temeli de araştırılmış ve en az 40 
genin bu olay üzerinde etkili olduğu sonucuna varılmıştır [13].

Bazı bakteri türlerinin enzim sistemleri üzerinde yapılan 
ayrıntılı araştırmalar sonucunda, enzimlerin sentezlenmesi ve 
baskılanmasını etkileyen faktörlerin genel olmadığı, bu durumun 
ise denitrifikasyonda rol alan bakterilerin genetik çeşitliliğinden 
ve dolayısıyla metabolik farklılıklarından kaynaklandığı 
belirlenmiştir. Örneğin Paracoccus denitrificans türü ile yapılan 
çalışmalarda “nitrat redüktaz” ve “nitrit redüktaz” üretiminin ayrı 
substratlarla başlatıldığı bildirilmektedir. Nitrat redüktaz enzimi, 
oksijen ya da nitrit tarafından (0,1mM) inhibe edilmezken, nitrit 
redüktazın aktivitesi, oksijen varlığında önemli ölçüde inhibe 
edilmiştir. Ortamda her iki enzimin bulunması durumunda ise, 
nitratın nitrite tercih edildiği kaydedilmiştir [11,14,19].

Denitrifikasyon yapma yeteneğine sahip mikroorganizmalar, 
nitratlardan üç şekilde yararlanmaktadır:

1. Azot kaynağı olarak,
2. Nitratı nitrite, nitriti de amonyağa indirgemek suretiyle 

nitrat asimilasyonunda,
3. Nitratı, oksijen yerine son elektron alıcısı olarak [1, 20].
Denitrifikasyon, bir solunum olayı olduğundan, enerji 

kaynağı olarak oksitlenebilir bir substrat ya da elektron  vericisine 
ihtiyaç vardır. Denitrifiye edici bakteriler çoğunlukla heterotrof 
olup, kompleks organik maddeleri oksitlenebilir substrat olarak 
kullanırlar. Ancak bazı denitrifikasyon bakterileri ise ototrofturlar 
ve H2, CO2 ya da kükürt bileşiklerini enerji kaynağı olarak 
kullanırlar [11,21].

Heterotrofik denitrifikasyonda metanol, etanol, glikoz, asetik 
asit ve formik asit gibi birçok organik madde karbon kaynağı 
olarak kullanılmaktadır [22-27]. Ayrıca metan ve karbonmonoksit 
gibi gaz halindeki organik maddeler de substrat olarak 
kullanılabilmektedir. Metan gazının elektron vericisi olarak 
kullanıldığı denitrifikasyonun mekanizması hakkındaki bilgiler 
birtakım çelişkiler içermekle beraber, gaz halindeki karbon 
kaynakları içerisinde en kapsamlı çalışılan substrat, metandır. Şekil 1. Azot çevrimi ve etkili mikroorganizmalar [12]
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Araştırıcılar, metan oksidasyonunun aerobik ya da 
mikroaerofilik şartlara ihtiyaç duyduğunu ileri sürmüşler ve bu 
denitrifikasyonun farklı iki mikroorganizmanın simbiyotik ilişkisi 
sonucu gerçekleşebildiğini belirtmişlerdir [28]. Karbonmonoksitin 
kullanıldığı çalışmalar ise çok daha az sayıdadır.

Yukarıda da belirtildiği gibi denitrifikasyon olayı, hidrojen 
ve çeşitli indirgenmiş kükürt bileşiklerini enerji kaynağı 
olarak kullanabilen ototrofik bakteri türleri tarafından da 
gerçekleştirilmektedir (ototrofik denitrifikasyon). Ototrofik 
üreme koşullarında herhangi bir dış organik karbon kaynağına 
ihtiyaç duyulmamakta, daha çok karbondioksit ve bikarbonat, 
hücre sentezi için karbon kaynağı olarak kullanılmaktadır.

Diğer taraftan Paracoccus denitrificans ve Thiobacillus 
denitrificans gibi bazı bakteri türleri hem ototrofik hem de 
heterotrofik denitrifikasyon yapabilmektedir [14]. Ayrıca 
Ferrobacillus, Gallionella, Leptothrix ve Sphaerotilus cinslerine 
ait bakteriler Fe+3’ ü enerji kaynağı olarak kullanmak suretiyle 
denitrifikasyon yapmaktadırlar. Aşağıda sırasıyla hidrojen, 
tiyosülfat ve elementer kükürt kullanımına ilişkin sitokiyometrik 
bağıntılar verilmiştir [10,11,29,30].

2 NO3 + 5H2 → N2 + 4H2O + 2OH  
5 S2O3 + 8 NO3 → 4 N2 + 10 SO4 + 2H 
10 NO3 

-+ 115SO + 4,1HCO3 + 0,5CO2+ 1,71NH4 + 2,54H2O → 
-0,92 C5H7NO2 + 11SO4 + 5,4N + 962H   

Biyolojik denitrifikasyonun azot çevrimindeki rolüne ilâveten 
içme sularında biyolojik NO3- arıtımı için de kullanılabileceğinin 
anlaşılması, işlemi daha verimli hale getirmek için optimum 
parametrelerin belirlenmesi çalışmalarını da hızlandırmıştır. 
Yapılan araştırmalar, denitrifikasyon bakterilerinin 
metabolizmasında elektron alıcısı olarak nitratla rekabet 
eden oksijenin önemli bir inhibitör olduğunu ve 0,2mg/L’nin 
üzerindeki oksijen konsantrasyonlarında nitrat indirgenmesinin 
gerçekleşmediğini göstermiştir [31,32]. Ancak Pseudomonas ve 
Bacillus cinslerine ait birkaç mikroorganizmanın aerobik şartlarda 
da NO3’ı elektron alıcısı olarak kullanmak suretiyle denitrifiye 
edebileceği belirtilmektedir [33]. Diğer taraftan, denitrifikasyon 
sırasında hücrelerde ki NADH dehidrogenaz, suksinat 
dehidrogenaz ve metanol dehidrogenaz gibi H2 koparılmasını 
katalizleyen enzimlerin de rol oynadıkları belirlenmiştir [16].

Araştırıcılar, denitrifikasyon için optimum pH aralığının 
pH5-8, sıcaklık sınırlarının ise 4-60°C olduğunu, bu sınırlar 
dışındaki değerlerde ise denitrifikasyonun gerçekleşmediğini 
kaydetmişlerdir [34]. Bunların dışında oksijen seviyesi, C/N 
oranları, nitrat konsantrasyonu, tuz, iz elementler gibi çoğu 
çevresel faktöründe denitrifikasyon üzerinde etkili olduğu rapor 
edilmiştir [35-39].  

Denitrifikasyon üzerinde inhibitör etkisi olan bileşiklerin 
başında kükürt bileşikleri gelmektedir. Aynı zamanda, çok az 
miktarlar da bulunsa bile nitratın NO → N2O dönüşümünü, 
enzim aktivitesini baskılamak suretiyle engellediği 
belirtilmektedir [7,10].

Denitrifikasyonun Biyoteknolojik Amaçla Kullanımı 
(içme sularındaki nitratın biyolojik giderimi)

Azotlu bileşikler, doğal yollarla veya insan faaliyetleri 
sonucu akuatik sistemlere de geçmektedir. Ancak, bu ortamlara 
insan faaliyetiyle geçen azot yükü, doğal yolla geçene oranla çok 
daha fazladır. 

Bu sistemlerdeki doğal azotlu bileşikler, yağışlar ve 
toprakla temas halindeki yüzey sularının getirdiği maddeler ile, 

mikroorganizmalar tarafından bağlanan azottan ibarettir. İnsan 
faaliyetleri sonucu sularda meydana gelen azot yükü ise, başlıca 
kentsel atık su arıtma tesislerinin çıkış suyu ile koklaştırma 
tesisleri, sun-î gübre fabrikaları ve nitroselüloz fabrikaları gibi 
sanayilerin drenaj sularından kaynaklanmaktadır. Özellikle 
kentsel atık su arıtma tesislerinin çıkış suları, yağışsız havada 40-
80 g/cm3 azot içermektedir. Diğer taraftan, akuatik sistemlerdeki 
insan faaliyeti orijinli azotlu bileşiklerin önemli bir kaynağını da 
doğal veya sun-î gübreleme işlemleri oluşturmaktadır. Çünkü 
toprak, gübrede bulunan fosfat ve amonyum iyonlarına kıyasla, 
nitrat iyonlarını daha güç bağlayabilmekte ve bu iyonlar sonuçta 
drenaj sularıyla yıkanarak akuatik sistemlere karışmaktadır. 
Bu iş için doğal gübrelerin kullanılması halinde de, toprak 
bakterilerinin metabolik faaliyetleri sonucunda nitrat iyonları 
oluşacaktır [4,7,9,40].

Yapılan araştırmalar, içme suyu kaynaklarına karışan azotlu 
bileşikler içerisinde, insan sağlığına en olumsuz etkilere sahip 
bileşiğin nitrat olduğunu [41], nitrat konsantrasyonu 500 mg/L’i 
geçen içme sularının, yetişkinlerde sindirim sistemi ve ürogenital 
sistem iltihaplanmalarına yol açtığını ve ayrıca 6 aylıktan 
küçük bebeklerde mide asitlerinin tam oluşmaması nedeniyle, 
nitratların sindirim sisteminde nitritlere indirgendiği ve oluşan 
nitritin kandaki hemoglobin ile birleşerek “methemoglobin” 
maddesini oluşturması sonucu “mavi bebek sendromu” veya 
“methemoglobinemia” denen hastalığın ortaya çıktığını 
göstermiştir [42,43]. 

Diğer taraftan  içme sularındaki nitritlerin asitli ortamda 
sekonder ve tersiyer aminler, alkil amonyum bazlar ve amidlerle 
reaksiyona girmek suretiyle nitrosaminleri ve nitrosamidleri 
oluşturdukları, bu bileşiklerin ise kanserojen etkilerinin olduğu 
kaydedilmektedir [4,9,40]. Akuatik sistemde nitrit birikimine 
neden olan faktörlerden biri ortamdaki ortak elektron vericisi 
için nitrat ve nitrit redüktazın rekabete girmesi ve bazı denitrifiye 
organizmalar vasıtasıyla nitrit birikiminin artmasıdır [44-46]. 
Ayrıca bazı araştırıcılar tarafından da karbon kaynağının seçiminin 
ortamdaki nitrit birikim seviyesini etkilediği gösterilmiştir [47-
49]. Karbon kaynağı olarak sukroz kullanıldığında nitrit birikimi 
5mgNO2/L iken [49], etanol ile metanol kullanıldığında ise bu 
oran değişmektedir [50]. Ortamda biriken nitritin de balıklar ve 
akuatik canlılar için son derece toksik olduğu bildirilmektedir 
[51- 55].

Yukarıda özetlenmeye çalışılan sakıncaları nedeniyle Çevre 
Koruma Ajansı (EPA) ve Dünya Sağlık Örgütü (WHO) gibi 
kurumlar, içme sularında sırasıyla 10 ve 11,3 mg NO3-N/L sınır 
değerlerini belirlemişlerdir [7,9,10,56]. Türk içme suyu standardı 
TS-226’ya göre içme suyunda müsade edilen maksimum nitrat 
konsantrasyonu 45 mg/L’dir.

Denitrifikasyon yapan bakteriler 
Denitrifikasyon olayı, Proteobacter’lerden ve Archaea’ 

lere kadar olan prokaryotlar arasında geniş bir dağılım 
göstermektedir [57,58]. Denitrifikasyon üzerinde yapılan çok 
sayıdaki araştırma 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 çok sayıda bakterinin 
denitrifikasyon aktivitesine sahip olduğu saptanmıştır [11]. 

Her ne kadar denitrifikasyon yapan bakteri sayısı fazla ise 
de, NO3 giderimi amacıyla üzerinde araştırma yapılan türlerin 
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başlıcaları Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, 
Pseudomonas stutzeri, Paracoccus denitrificans, Thiobacillus 
denitrificans ve Bacillus licheniformis’ tir [2,11,22].

SONUÇ

Nitrat kirliliğini gidermek için kimyasal çöktürme, iyon 
değişimi, ters ozmoz, elektrodiyaliz ve distilasyon gibi çeşitli 
fiziksel ve kimyasal yöntemler kullanılmaktadır. Ancak bu 
yöntemlerin seçiciliklerinin az olması, yüksek enerji maliyetine 
sahip olmaları ve arıtılmış suya başka maddelerin karışmasına yol 
açmaları gibi, kullanımlarını güçleştiren dezavantajları vardır. 
İşte bu nedenlerle, tamamen doğal bir proses olan biyolojik 
denitrifikasyonla nitrat giderme çalışmaları, günümüzde daha 
da önem kazanmaktadır. Bu işlemde, mikroorganizmalar 
anaerobik ortamda elektron verici madde yardımıyla (karbon 
kaynağı), nitratları oksijenin yerine son elektron alıcısı olarak 
kullanmak suretiyle, havanın tabii bir bileşeni olan azot gazına 
indirgemektedirler [9]. Tüm bunlara ilaveten maliyetinin düşük 
olması da ayrı bir avantaj olarak gözükmektedir. 

Günümüzde denitrifikasyon kapasitesi yüksek olan yeni tür 
arayışlarına ve bunların optimizasyon çalışmalarının detaylı 
bir şekilde bilim insanları tarafından ele alınmasına ihtiyaç 
duyulmaktadır. 
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