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Bu calismada alttan havalandirmal1, sabit dolgu yatakli kiiclk bir aritmatesisi
insa edilerek dolgu yatag: Uzerinde gelisen biyofilmden izole edilen bakterilerin
denitrifikasyon yetenekleri arastirilmistir. Yiksek diizeyde denitrifikasyon yetenegi
belirlenen suslarin nitrat igerikli atik sudan NOs-N ve KOI giderim testleri yapilarak
denitrifikasyon verimleri belirlenmistir.

Tesisten izole edilen bakterilerden 19" unun denitrifikasyon yetenegine sahip
oldugu bulunmustur. Bu suslarin NOs igerikli atik sudan ortalama NOs-N gideriminin
%95,7, KOI gideriminin %73, 8 oldugu ortaya cikarilmistir. Bu bakteriler sabit
yatakli denitrifikasyon prosesinde de denitrifikant floraya NOs-N giderimine katki
sagladigi bulunmustur.

Bu denitrifikant suslarin VITEK 2 otomatize sistemiyle Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Comamonas testosteroni, Enterobacter cloacae, Alcaligenes
faecalis, Citrobacter freundii turlerine ait oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Atik su aritimi, Denitrifikasyon, Nitrat Giderimi
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In this study, denitrification capabilities of bacteria, which were isolated from
biofilm grown on the plug material of a small constructed laboratory scales
wastewater treatment system having a fixed-bed and bottom airation, were
investigated. Denitrification efficiency of these strains with high denitrification
cababilities were idendified by using NOs-N and COD removal analysis from
wastewater containing NOs,

Total 19 of the bacteria isolated from the wastewater trestment system were
found to have denitrification capabilities. NO3-N and KOI removal rate of these
bacteria detected as 95,7% and 73,8%, respectively

The isolated denitrificant bacteria were identified as Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Comamonas testosteroni, Enterobacter cloacae, Alcaligenes
faecalis, Citrobacter freundii with VITEK-2 automated system.

Key words: Wastewater treatment, Denitrification, Nitrate removal
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1.GIRIS Fatma Esen SARIGULLU

1.GIRIS

Dogada bilinen en iyi ¢ozlcl sudur ve su aym zamanda iyi bir tasiyicidir.
Dogal halinde pek gok ¢ozunmis madde, kat1 pargacik ve canli organizma igerir.
Insanlar, yasamsal ve ekonomik gereksinimleri icin suyu hidrolojik cevrim denilen
bir donguden alir ve kullandiktan sonra gevrime geri verirler. Bitin metabolik
olaylar suda ¢ozinmus bilesiklerle gerceklestiginden susuz hayat olamaz.

Canlilar icin buylk 6neme sahip olan su herhangi bir sekilde kullanildiktan
sonra ya evsel kokenli yada endiUstriyel kuruluslarindan kaynaklanan kirlilikle
biyolojik 6zelligi degisiklige ugratilir. Bu sular atik su olarak adlandirilir (Remuth,
1954, Deitrich, 1971).

Atik sulardaki bilesik gruplart bakimindan ortaya ¢ikan kirlilik cok dnemlidir.
Hizli nofus artisi ve endistrilesme sonucunda olusan atik sular doganmin
O0ztmleyebilecegi miktar1 asmis ve alici ortamlar: kirlenme tehlikesi ile karsi karsiya
birakmustir. Dogadaki ekolojik dengeyi olumsuz yonde etkileyebilecek ve diger
faydal1 kullamimlarint engelleyecek bu durumun 6niine gegebilmek igin atik sular:
uzaklastirmadan Once aritma zorunlulugu dogmustur. Atik sularin Ozellikleri
kaynaklarina bagl: olarak onemli farkliliklar gosterir ve bu farkliliklara gére aritma
yontemleri de degisir. Atik sularin genellikle %99’ undan daha yiksek bir kismi su ve
geri kalan kismu Kirletici maddelerden olusmaktadir. Bu maddelerin 6zelliklerine
gore uzaklastirilmalar1 icin kullamlabilecek aritma yontemi de degisir. Atik sulardaki
kirletici maddelerden olan organik Kirleticilerin uzaklastirilmast igin en etkin
yontemin “biyolojik aritma” oldugu sdylenebilir. Biyolojik aritma atik suyun icinde
bulunan askida veya ¢ozinmis organik maddelerin bakterilerce parcalanmasi ve
cokebilen biyolojik floklarla sivimin icinde kalan veya gaz olarak atmosfere kacan
sabit inorganik bilesiklere dontsmesidir. (Metcalf ve Eddy,1991).

Biyolojik aritma calismalar1 daha c¢ok organik maddelerin giderilmesine
yoneliktir. Bu organik madde giderimlerinden en oOnemlilerinden biri azot
bilesiklerinin giderilmesidir. Cunkt bu bilesikler cevrede otrofikasyon, oksijen
tuketimi ve zehirlilik gibi ¢esitli gevresel problemlere neden olmaktadir.

Atik sulardaki azot kirleticilerinden en 6nemlisi nitrat kirliligidir. Sularda

nitratin asir1 miktarda bulunmas: canlilik faliyetlerini etkiler. Ornegin, sularda alg
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populasyonunda artis gézlenir ve bunun sonucuda sulardaki ¢oziinmis oksijen oram
duser (Lloyd ve ark. 1987).

Atik sulardan nitrat, atik sulardaki mikroorganizmalarca azot gazina
donUsturdlerek giderimi saglanir. Bu olay denitrifikasyon olarak adlandirilir. Atik
sulardan nitrat giderimi ¢ok 6nemlidir. Bu ytzden denitrifikasyon gergeklestiren bu
organizmalarin tammlanmas: ve aktivitelerinin belirlenmesi gerekir (Martin ve ark.,
1988).

1.1. Atik Sularin Aritilmas

Dogal yapisi degisiklige ugrams sularin tekrar mimkin oldugunca dogal
hallerine dondurtlmesi icin yapilmas: gereken islemler vardir. Buna atik sularin
aritilmasi denir.

Ylzey sulart organik kirlilik yUkleri dogal kosullarda yuritilen dogal aritma
yetenekleriyle elimine edilmedigi siirece kirleme tehlikesiyle kars1 karsiya kalmazlar.
Ancak guinimiizde insan etkisinden ve cevresel zararli faktorlerden uzak kalmis cok
az doga su ortam vardir. Similasyonun baslamasiyla birlikte yiizey sularinin
kirlenmesiyle ilgili tarih baglar.

EndUstriyel atik sular ¢ok farkli tipte olduklarindan ¢ok farkl: aritma metotlar
vardir ancak evsel atik sularin aritilmasiyla ilgili uygulamalar fiziksel ve biyolojik
proseslerin rol oynadigi kombinasyonlardir. Aritma teknolojileriyle ugrasanlar bu
kombinasyonu mekanik aritma(6n aritma) ,biyolojik aritma(ana aritma) ve ileri
aritma(kimyasal aritma) seklinde U gruba ayirirlar. (Metcalf ve Eddy,1991).

1.1.1.Mekanik Aritma

On artmada denilen mekanik artma asamasinda; atik suda bulunan
¢ozinmemis her tarli yapinin fiziksel davramglarindan yararlamlarak atik sudan
uzaklastirilmast amaci gergeklestirilir.  Genellikle yilzebilen ve c¢okebilen
kirleticilerin bu asamada aritildig: kabul edilir.
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Bu asamada kullamilan ince ve kalin izgaralar kat1 haldeki her turlt biyuk
kitleleri atik sudan uzaklastirmaya yararlar. Bunlarin arkasina yerlestirilen kum
tutucular ise kum ve cam parcasi gibi 6zgul agirlig1 yuksek, hizla cokebilen yapilarin
uzaklastirilmasint saglarlar. Gerekirse kum tutuculardan sonra yag ve diger yizebilen
partiktlleri sudan uzaklastiracak ytzdirme havuzlari ve yag tutucular kullanilir.
Mekanik aritmamn en 6nemli ve son asamast 6n dinlendirme havuzlaridir. Bu
asamada 2 saat dinlendirilen atik su gok ince partikillerden dahi kurtarilir.

On dinlendirme havuzlarinda ¢oken kirleticilerin blyik cogunlugu organik
kollodial partikil seklinde oldugundan bu havuzlarin dibinden toplanan kitleye
primer camur ad: verilir. Bu yapi biyolojik parcalanilabilirlik agisindan gok sorunlu
bir organik kitle yapisindadir.

Aritma tesisine gelinceye kadar sularin anoksik kosullara girmemesi igin
kanalizasyon sisteminde durgun bdlgelerin bulunmamasi arzu edilir. Atik suya
verilen belli bir akis hizi yardimiyla siirekli oksijenlenmesi saglanmalidir. Atik su
1zgaralardan hizla gegirilmesine ragmen kum tutucularda biraz yavaslatilir ancak
sadece kumlarin ¢okmesine olanak verecek, organik partikillerin ¢okmesini
engelleyecek bir yavaslama soz konusu olmalidir. Organik partikdllerin kum
tutucularda degil 6n dinlendirme havuzlarinda gokmesi saglanmalidir.

On dinlendirme havuzundan ¢ikan su bundan sonraki aritma asamas: olan
biyolojik aritma asmasina gelir. Biyolojik aritma asamasinda farkli metotlar
kullanilmasina ragmen hepsinde ortak olan 0Ozellik bu asamada gerceklesen
biyokimyasal olaylardir. Biyolojik aritma asamasinda mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan bir biyokitle vardir. Bu biyokitle atik su igerisindeki organik
kirleticilerle temas halindedir ve ortamdaki oksijen diizeyi mimktin olan en optimal
diizeyde tutulmaya calisilir. Biyolojik aritma teknolojilerinde aritmaya ulasmamizi
saglayan uygulamalar iki blylk gruba ayirmak mimkinddr. Birincisi serbest yiizen
camur teknolojileridir. Burada aktif camur adi verilen icerisinde cesitli
mikroorganizma gruplart bulunan siingere benzer yapilardir. Bu yapilar gerek
havalandirma gerekse karistirma ile serbest yuzer durumdadir. ikincisi biyofilm

teknolojileridir. Burada mikroorganizmalar bir ylzeye tutunarak aritimi
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gerceklestirirler. Her ikisinde de atik sudaki organik Kirleticileri biyokimyasal yolla
metabolize eden biyolojik bir kitle bulunmaktadir (Metcalf ve Eddy,1991).

1.1.2.Biyolojik Aritma

Atik sularin 6zellikleri kaynaklarina bagli olarak 6nemli farkliliklar gosterir ve
bu farkliliklara gore aritma yontemleri de degisir. Atik sularin genellikle %99 undan
daha yuksek bir kismm su ve yalniz geri kalan kismi kirletici maddelerden
olusmaktadir. Kirleticiler suyun iginde ¢ozinmus halde bulunabilecekleri gibi, kati
madde olarak askida da bulunabilirler. Bu maddelerin  Ozelliklerine gore
uzaklastirilmalar: icin kullanlabilecek aritma yontemi de degisir. Ornek olarak
organik Kirleticilerin uzaklastirilmast igin en etkin yontemin “biyolojik aritma”
oldugu soylenebilir. Biyolojik aritma atik suyun icinde bulunan askida veya
¢OzUnmis organik maddelerin bakterilerce parcalanmasi ve c¢okebilen biyolojik
floklarla sivinin iginde kalan veya gaz olarak atmosfere kagan sabit inorganik
bilesiklere donismesidir. Biyolojik aritmanin esasi organik Kirleticilerin dogada yok
edilmeleri icin yer alan biyoflokilasyon ve mineralizasyon proseslerinin kontroli ile
cevrede ve optimum sartlarda tekrarlanmasidir. Boylece dogadaki reaksiyonlarin
hizlandirilarak daha kisa bir sirede, emniyetli ortamda gergeklestirilmeleri
saglanmaktadr.

Biyolojik aritma sistemleri degisik sekillerde siniflandirilabilirler. Ortamda
oksijen varligina gore havali (aerobik) ve havasiz (anaerobik) olarak simiflandirilan
bu sistemler, kullamilan mikroorganizmalarin sistemdeki durumuna gére askida ve
sabit film (biyofilm) prosesleri olarak da simiflandirilabilirler (Metcaft ve
Eddy,1991).

1.1.2.1.Aerobik Biyolojik Aritma
Aerobik biyolojik aritim, atik sularda kirlilik etmeni olan ¢esitli maddelerin

Ozellikle karbon, azot, ve kukurtli bilesiklerin mikroorganizmalar tarafindan
oksijenli ortamda oksitlenmesi ve metabolik faliyetler icin kullamilmas: esasina
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dayanir. Bu proses iki grup altinda incelenir. Birincisi, serbest ylzen camur
prosesidir ki bunda aktif camur ad:i verilen icerisinde cesitli bakteriler ile tek
hicrelilerden Sliatlar, terliksi hayvan, Vorticella ve cok hiicrelilerden Rotatorlar,
Nematotlar gibi bir gok canli grubunu iginde barindirabilen sar1 esmer yapisi siingere
benzeyen yapilardir. Bu yapilar sissemde gerek havalandirma gerekse karistirma ile
ylzer durumdadirlar. Ikincisi biyofilm ad: verilen ve mikroorganizmalarin bir yiizeye
yapisarak tutunmalar1 ve aritma gerceklestirmeleri esasina dayanir. En ¢ok kullanilan
biyofilm sistemlerinden biri damlatma kuleleridir (Metcaft ve Eddy,1991).

1.1.2.1.(2).Aktif Camur Sistemi

Aktif camur icerisinde aerob, fakiltatif anaerob bakteriler ile tek hiicrelilerden
Sliatlar, terliksi hayvan, Vorticella ve ¢ok hiicrelilerden Rotatorlar, Nematotlar gibi
bir ¢cok canli grubunu icinde barindirabilen sar1 ,esmer yapisi slingere benzeyen
yapilardir.

Floray: olusturan gesitlilik bir yandan atik suyun bilesimine ve mevsim ve
havalandirma tipine baglhdir. Bu gssitlilik organizmalarin atik su igerisinde bulunan
karbon, azot ve fosfor bilesiklerini yasamsal faliyetleri, Gremeleri, enerji ve yapi tasi
olarak kullanmalariyla saglamr(Anonymous,1983).

Aktif camur igerisinde ilk Ureyen organizmalar bakterilerdir. Bakteriler belirli
yogunluga geldikten sonra dncellikle Sliatlar sonra Vorticellalar olmak Uzere aktif
camur yumagini olusturan bitiin canlilar yavas yavas aritma sisteminin iginde ortaya
¢cikmaya baslarlar. Sliatlar bakterileri, Vorticellalar hem bakterileri hem Siliatlar:
,Rotatorlar ve Nematotlar ise Sliatlar: besin olarak kullanirlar. Boylece ortamda
belirli camur yogunlugu stirekli korunmus olur.

Aktif camur yumaklarimin olusumu, icinde bulunan mikroorganizmalarin
birbirine yapismasi ve Zooglea ramigera bakterisinin ekstra polisakkarit salgilama
yetenegiyle saglamir. Bu bakterilerin etrafinda kalin bir polisakkarit tabakas: suda
¢Ozlinen agir metal iyonlarint absorbe ederek ortamdan uzaklastirir. Ayrica bu tabaka
mukoid 6zellige sahip oldugundan ortamdaki mikroorganizmalarin birbirine daha
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kolay yapismalarint ve son dinlendirme asamasinda aktif camurun daha hizli
¢cokmesi saglanmaktadir (Habeck-tropfke,1980;Gruhler,1981;Anonymous,1983).

Aktif camur sistemi bir havalandirma havuzu ile havuzun cikisina yerlestirilen
bir cokeltme havuzundan olusur. Havalandirma tankina giren atik su belirli stre
havalandirilarak mikroorganizmalarin organik maddeleri parcalamak suretiyle floklar
olusmast saglanir ve olusan aktif camur ¢okeltim havuzuna alimir. Havalandirma
havuzunda istenen biyokutle konsantrasyonunu elde etmek icin ¢okelen camurun bir
kismi geri donguyle havalandirma havuzuna verilir. Fazla camur ise camur yatagina
veya camur stabilizasyon prosesine gonderilir. Reaktdrdeki aerobik ortam diftizorle
veya mekanik havalandiricilarla saglanmir. Bu havalandiricilar aym zamanda reakttrde
tam bir karisim saglar. Aktif camur sistemlerinin saf oksijenli, uzun havalandirmali,
kontakt stabilizasyon, oksidasyon hendekleri gibi ¢esitli  modifikasyonlar:
bulunmaktadir (Jonstone,1984; Metcalf ve Eddy,1991).

1.1.2.1.(2).Biyofilm Sistemler

Biyofilm sistemler bakterilerin veya biyokitlenin askidaki sistemlerden farkli
olarak herhangi bir ylzey Uzerine tutunarak fonksiyonunu gerceklestirdigi
sistemlerdir. Biyofilm tabakasi mikroorganizmalar toplulugu ve onlar1 gevreleyen
kendileri tarafindan salgilanmis jelatimsi yapilar olup bir ylzeye yapismasi sonucu
olusurlar.

Atik su aritma sistemlerinde kullanilan biyofilm sistemlerinden en yayginlari
damlatma kuleleri, doner biyodisk reaktorleri, yukari akish filtre ve akiskan yatakli
reaktOrlerdir. Bu sistemlerde bakterilerin tutundugu yizey, sabit yada hareketli
olabilir. Bakteri inert materyale tutunarak reakttr icinde olabildigince uzun
kalabilmektedir.

Damlatma kuleleri, geometrik yap: olarak silindirik olan ve ici inert materyal
ile doldurulmus ve Ust kisimdan atik su ile beslenen biyolojik atik su aritma
sistemleridir. Alt kisimda yanal agikliklar bulunmaktadir. Bu agikliklar hava
sicakliklarina bagli olarak asagidan yukariya veya yukaridan asagiya dogru tesisin
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havalandirilmasint saglar. Atik suyun homojen olarak dagilabilmesi igin dodnen
dagitici kollar kullanilir.

Y ukaridan asagiya dogru hareket eden atik su, dolgu materyalinin Uzerinde
bakteri, mantar, protozon ve diger organizmalardan meydana gelen jel yapisinda,
yapiskan olan biyofilm tabakasinin olusumunu saglar. Biyofilm tabakasimn Ust
kismuinda aerobik, orta tabakada fakiltatif ve alt tabakada anaerobik
mikroorganizmalar gelisir.

Atik su, biyofilm tabakas: Gizerinden film halinde akarken organik maddeler ve
¢Ozunmis oksijen alinip karbondioksit gibi metabolizma faliyeti sonucu olusan
maddeler suya verilir. Damlatma kuleleri organik karbon gideriminin yam sira azot
gideriminde de oldukga etkilidir.

Atik suyla gelen toksik bilesikler, bakterilerden daha ¢ok, protozonlar: ve daha
yuksek organizmalar: etkilediginden, toksik etki sonucu biyofilm Gretimi, tiketimini
gegebilir ve tikanma tehlikesi ortaya ¢ikar. Nematotlar ve bocek larvalar: en yaygin
damlatma kulesi canlilarichr. Ozellikle bocek larvalar: biyolojik film katmanlarinda
tineller actiklarindan faydalidirlar. Boceklerden bu alanlarda en meshur olam
Psychoda cinsidir ve damlatma kulesi sinegi olarak da adlandirilir (Anonymous,
1983; Brower ve Barfold, 1977).

Doner disk sistemleri, betonarme veya celikten yapilmis uzun ve sig tanklar
icerisinde yer alan 2-3 m ¢apinda ve 2-3 cm kalinliginda olan disklerden olusur.
Merkezi bir eksen etrafinda horizontal olarak donen disklerin % 401 atik suya
batacak sekilde yerlestirilmistir. Donen diskler bir sire hava bir sire su temasi
seklinde alternasyonlu ortamlar yarattiklarindan tim ytizey boyunca bir biyofilm
Uremesi saglarlar. Disklerin donmesi tankin igindeki suya oksijen diflizyonunu
kolaylastirdigindan damlatma kulelerine gore daha ileri dizeyde bir aritma
saglanabilir.

Doner disk sistemlerinin bu sekilde calisma prensiplerinden faydalamlarak
gerek disik gerekse yuksek organik kirlilik ydkleri ile calisilarak reaktorin
performans: degerlendirilecek calismalar yapilmislardir.Benzer sekilde reakttrin
disk genisliginin aritma basarisi Uzerine etkileri de bilim adamlarinca arastiril mistir
(Eckenfelter ve ark., 1980; Fujire ve ark., 1983; Leduc ve ark., 1993).
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Akiskan yataklhh aritma sistemleri; Akiskan yatakli biyofilm prosesleri,
bakterilerin askida olan partikiller Uzerinde blyldiglu slspanse sistemler ile
biyofilm sistemlerinin bir karisimidir.  Akiskan yatak reaktorlerinde biyokdtle bir
film halinde tasiyicinin yizeyinde tutuklanmir ve burada buyir. Biyokutle ile kapli
olan tasiyici, reaktorin icinde atik su ile akiskanlastirilir. Tutuklamamn amaci
reaktor icinde yiksek biyokitle konsantrasyonlar: tutarak birim hacimde giderilen
KOI miktarim artirmaktir. Biyofilm olusumu ve asir1 blylyen biyokitlenin matristen
kopmasi dinamik bir olay oldugundan kontrolti zordur ve bu reaktor icinde farkl:
yogunlukta tutuklanmis grandllerin olusumuna ve yatagin katmanlasmasina neden
olur (Shieh ve Keenan, 1986; Heijnen ve ark., 1989).

Atk sudaki partikil madde, akiskan yatagin hidrodinamigi bozdugu igin
istenmemektedir. Endustriyel boyutta 1980’ lerde uygulanmaya baslanmistir. Cesitli
sirketler ABD, Hindistan, Hollanda, Fransa ve Almanya da akiskan yatak anaerobik
aritma sistemleri kurmustur (Heijnen ve ark., 1989; Iza, 1991; Schwarz ve ark.,
1996). Fransiz Degremont firmasi 1986-1996 arasinda 26 adet akiskan yatak tesisi
kurmustur. Organik yukleme hizlarimn kararli operasyon sirasinda 60 kg
KOI/mgiin’iin tizerine ciktigini iddia etmektedirler (Holst ve ark., 1997). Buna
karsin bazi firmalar, daha sonra akiskan yatak reaktorlerini yukarida sayilan
olumsuzluklari 6nlemek icin EGSB reaktorleri ile degistirmistir (Frankin ve ark.,
1992; Vesprille ve ark., 1994).

1.1.2.2.Anaerobik Biyolojik Aritma

Anaerobik biyolojik aritim Ozellikle ¢gok yogun organik kirli atik sularin
aritilmasina yonelik olarak uygulanan bir aritim prosesidir. Anaerobik aritma,
organik maddelerin oksijensiz ortamda karbondioksit, metan ve su gibi son Urinlere
donustordlmesidir. Anaerobik oksidasyon sirasinda ¢cok az miktarda enerji agiga
ciktigr icin yeni hticre Uretimi azdir. BOylece ¢camur Uretimide az olur. Anaerobik
biyolojik aritmada aritma basarisim desteklemek amaciyla aerob  aritim

proseslerinden faydalanilir (Anonymous, 1983; Henze ve ark., 1996).



1.GIRIS Fatma Esen SARIGULLU

1.2.Biyolojik Olarak Azot Bilesiklerinin Aritilmas

Atk sulardan azot gideriminde biyolojik slrecler genellikle ekonomik
olmaktadir. Yerel bolgelerin ¢ikis suyu standartlarina bagli olarak, ya azotun tim
formlarinin ya da sadece amonyak azotunun giderimi istenebilir. Her iki durumda da
ekonomik olarak, biyolojik aritma basarilidir. Azotun atik sulardaki temel formlari
amonyak-azotu ve organik azottur (Barnard,1973).

Amonyak-azotunun nitrat-azotuna donudsimi  olan  nitrifikasyon, alici
ortamdaki canlilara amonyak azotuna gore daha toksik olan evredir. Azot
donisumleri; asimilasyon, mineralizasyon, nitrifikasyon ve denitrifikasyon
basamaklarindan olusur (Barnes ve Bliss, 1983; Grady ve Lim, 1980; Horan,1991;
Metcalf ve Eddy, 1991; Bitton, 1994). Bu sistemlerden nitrifikasyon-denitrifikasyon,
azotun giderimi icin iki asamada gergeklesir. Birinci asamada nitrifikasyon; oksijenin
varliginda amonyak azotunun nitrat azotuna dontsumidir. Ikinci asamada, nitrat
azotunun oksijen varliginda denitrifikasyon bakterileriyle azot gazina doniisimi olan
denitrifikasyondur.

1.2.1.Nitrifikasyon

Amonyagin oksijenli ortamda 6nce nitrite sonrada nitrata okside olmasi olayina
nitrifikasyon denir. Amonyak reaksiyona girmeye yatkin olmadigindan gucli okside
edici gjanlara ya da katalizorlere ihtiyag duyar. Burada katalizor gorevini bakteriler
Ustlenir (Madigan ve ark.,1997). Nitrifikasyon olay1 ¢ok az sayidaki ototrof bakteri
tarafindan gergeklestirilir. Amonyag: nitrite ,nitriti nitrata okside ederek biyumeleri
icin gerekli enerjiyi amonyak ve nitritten Ureten bu bakteriler Nitrosomonas ve
Nitrobacter cinsi bakterilerdir. Bu biyolojik proses iki asamali bir prosestir. Birinci
asamada amonyum Nitrosomonas cinsi bakteriler tarafindan nitrite (NO,) , Ikinci
asamada nitrit Nitrobacter cinsi bakteriler tarafindan nitrata (NOs) okside edilir
(Kuenen ve Robertson 1988). Bu nedenle Nitrosomonas'lara  amonyum
oksitleyiciler, Nitrobacter’ lere de nitrit oksitleyiciler denir. Nitrifikasyon olayinda bu
iki bakteri grubunun yam sira bazi heteretrof bakteri grubuda etkili olabilir, ancak
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simdiye kadar amonyumdan direkt olarak nitrat olusturan higbir bakteri
bilinmemektedir. Nitrat olusumu daha hizl1 bir biyolojik proses oldugundan atik
sularda nitrit diizeyi dustktir.

Amonyumun oksidasyonu asagidaki denklemle formile etmek mimkunddir.

15 CO+13NH," — 10 NOy+3CsH/NO,+23H* +4H,0 (L.1)
Nitritin oksidasyonu ise,
5COx+NH; +10NO, —  10NO3z+CsH/NOx+H” (1.2)

Amonyumun nitrite oksidasyonu birka¢ basamakta olurken, nitritin nitrata
oksidasyonu tek basamakta olur.Amonyumun hidroksilaminden nitrite dontstlgi ara
bilesik hentiz bilinmemektedir (Hooper ve Terry, 1979; Bock ve ark.,1992; Henze ve
ark., 1996).

Nitrifikasyon saglanmis atik sular, biyolojik kullamlabilir karbon bilesikleri
yonunden fakirdirler. Bu ylzden disaridan karbon kaynag: ilave edilmedigi siirece,
bitun nitratin azota gevrimi mimkiin degildir. Boyle bir durumda metanol bir karbon
kaynagi olarak sistemde kullarilabilir (Ericsson ., 1975; Tam ve ark.; 1992).

Nitrifikasyon bakterileri ¢ok spesifik mikroorganizmalardir ve cevre
sartlarindan kolayca etkilenirler. Bu bakterilerin blyime hizlar1 dolayisiyla
nitrifikasyon hizlart pH, sicaklik ve ¢ozinmis oksijen konsantrasyonu gibi cevre
faktorlerinden etkilenir. Ototrofik olduklarindan karbondioksit, karbonatlar ve
bikarbonatlar gibi inorganik karbon kaynaklari da blyime hizlarint etkiler. Ayrica
agr metaller, siyandrler, halojen bilesikler, fenoller gibi bilesikler nitrifikasyon
bakterilerine zehir etkisi yapan bilesiklerdir (Hanhan, 1994).

1.2.1.1.Nitrifikasyona Etki Eden Faktorler
Nitrifikasyon sirecine etki eden faktorler;
CoOzunmus Oksijen Konsatrasyonu

Sicaklik
Alkalinite ve pH

10
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1.2.1.1.(1).Cozinmus Oksijen Konsantrasyonu

DusUk ¢oztnmis oksijen konsantrasyonu nitrifikasyon hizim azaltir. Cunk
oksijen, nitrifikasyon yapan organizmalar tarafindan oksidasyon reaksiyonunda
kullanlir.

COzinmis oksijen degeri 2mg/L ’in altina indiginde nitrifikasyon inhibe
oldugu ve 0.5 mg/L lik ¢oziinmis oksijen degerinde ise nitrifikasyon olusmadigi
bulunmustur.(Toprak, 1995).

1.2.1.1.(2).Sicakhk Etkis

Nitrifikasyon icin optimal sicaklik 30°C dir. Daha dusuk sicakliklarda
nitrifikasyon oram azalmaktadir.(Viessman ve ark.,1985). Mikroorganizmalar

sicakliktaki degismeye reaksiyon hizindaki degismeyle cevap verir.

1.2.1.1.(3).Alkalinite ve pH"1n Etkileri

Y asayan tUm organizmalar, blylmek icin karbona gerek duyarlar. Heterotrof
bakteriler ihtiyaclarint organik maddelerden temin ederlerken, nitrifikasyon
bakterileri ise, atik sulardaki ¢ozinmis karbohidratlardan ve karbondioksitten
saglarlar.

Nitrifikasyon bakterileri bikarbonat alkalinitesini (HCOs3) tuketirler ve karbonik
asit (H.CO3) uretirler. Y lizeyde cogalma sistemlerinde oldugu kadar, askida gelisme
sisitemlerinde de nitrata oksitlenen mg NHs-N basina 6-7,4 mg alkalinite gerekli
oldugu yapilan ¢alismalarda bulunmustur ( Timur, 1985).

Nitrifikasyon icin optimal pH=8,0-9,0 arasindadir. Nitrifikasyon yapan
bakteriler pH 6 dan kiclk ve pH 10 dan biyik olunca etkili degillerdir. Odegaard’ a
gore optimum pH =8 civarindacir. En uygun kosullar pH =7,0-8,3 arasindadir
(Odegaard,1980).

11
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1.2.2.Denitrifikasyon

Denitrifikasyon, anoksik kosullar altinda nitratin(NOs) nitrite (NOy), nitritin
nitrik okside(NO) ve nitroz okside(N,O) ve son olarakta azot gazina indirgenmesi
olayidir. Denitrifikasyon bir solunum olay1 oldugundan, enerji kaynagi olarak
oksitlenebilir bir substrata ya da elektron vericiye ihtiyag duyar (Tiedje, 1988).

Denitrifikasyon yapan bakteriler cogunlukla heterotrof olup ,kompleks organik
maddeleri oksitlenebilir substrat olarak kullanirlar. Heterotrof organizmalar arasinda
asagidaki cinsler sayilabilir  :Achromobacter, Acinetobacter, Aprobacterium,
Alcaligenes , Arthrobacter, Bacillus, Chromobacterium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Hypomicrobium, Moraxella, Neisseria, Paracoccus,
Propionobacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodopseudomonas, Spirillium ve
Vibrio. Bu bakterilerin gogu nitrat gibi oksijeni de kullanabilmekte ve bazilarida
nitrat yada oksijenin olmadigi durumlarda fermentasyon da gerceklestirebilmektedir.
Ancak bazi denitrifikasyon bakterileri ise ototrofturlar ve enerji kaynagi olarak
organik karbon yerine karbondioksit yada bikarbonat kullanirlar. Organik karbon
kaynagimin bulunmasi durumunda her iki cinste heterotrofik olarak gogalabilir.

Denitrifikasyonun, prokaryotlara 6zgu bir 6zellik oldugu uzun zamandir
distntlmektedir. Pseudomonas stutzeri ¢ok sayida bakteri, anaerobik solunum igin
temel elektron alicisi olarak nitrat veya nitriti kullanarak denitrifikasyon yapar. Son
zamanlarda, pek c¢ok iplikss mantar ve mayalarin denitrifikasyon aktivitesi
gerceklestirdigi bulunmustur (Shoun ve Tanimoto, 1991). Ancak mantarlar: yaptigi
denitrifikasyon bakterilerinkinden farkli ve eksiktir. Mantarlar, N,O rediktaz' in
yoklugundan dolayi, denitrifikasyon urtini olarak dinitrojen(N2) yerine nitroz oksid
(N2O) Uretirler (Kubotave ark., 1999).

Denitrifikasyon bakterileri nitrat1 azot gazina gevirerek biyumeleri igin gerekli
enerjiyi elde ederler. Ancak hiicre sentezi igin bir karbon kaynagi gerekir.
Heterotrofik denitrifikasyonda karbon kaynagi olarak metanol, etanol, glikoz,
asetikasit ve formik asit gibi organik maddeler kullanilmaktadir. Nitrifikasyona

ugramis sularda genelde karbon dustk miktarlardadir. Bu yizden disaridan karbon

12
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ilave etmek gerekebilir. Karbon kaynag: olarak genellikle metanol ve diger bazi
organik bilesikler kullanilir.

Karbon kaynagi olarak metanolin kullamildigi ayr1 bolmede gergeklestirilen
denitrifikasyon prosesinin sitokiyometrisi asagida izah edilmektedir.

Enerji reaksiyonu birinci asama;

BN O3 +2CH30H—6NO+2C0O+4H,0 (1.3)

Enerji reaksiyonu ikinci asama;

6N O, +3CH3;0H—3N,+3CO,+3H,0+60H" (2.4)

Toplam enerji reaksiyonu;

6N O3z +5CH;0OH—5CO,+3No>+7H,0+60H" (1.5)

McCarty tarafindan verilen tipik reaksiyon;

3NO3+14CH3;0OH+CO,+3H +—>3C5H -OoN+H-0 (1.6)

Uygulamada enerji icin gereken metanol miktarimn %25 ila %30’ u sentez i¢in
gereklidir. Mc Carty deneysel laboratuvar calismalarini esas alarak toplam nitrat
giderim reaksiyonu tammlamak icin asagidaki deneysel formull gelistirmistir.

Toplam nitrat giderim reaksiyonu;

NO3+1.08CH30H+H"—0.065CsH70,N+0.47N,+0.76CO,+2.44H,0 a.7)

13
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Sayet tUm azot nitrat formunda ise toplam metanol gereksinimi reaksiyon 1.6
dan hesaplanabilir. Ancak denitrifikasyonun gergeklesecegi atik su nitrit ve
¢OzUnmis oksijen igerebilir. Nitratin, nitritin ve ¢éziinmis oksijenin mevcut oldugu
yerde, metanol gereksinimi asagida deneysel olarak elde edilen formul kullanlmak
suretiyle hesaplanabilir. (Metcalf ve Eddy,1991).

Cm= 2.47No+1.53N1+0.87Do

Cm= gereken metanol konsantrasyonu, mg/L
No=Dbaslangi¢ nitrat azotu konsantrasyonu, mg/L
N1=baslangi¢ nitrit azotu konsantrasyonu, mg/L
Do=baslangi¢ ¢cozimus oksijen konsantrasyonu, mg/L

Cogu arastirmact belirli bolgedeki azot miktariyla ilgilenirken, bu degisimi
yaratan mekanizmalarla ilgilenmezler. Mikrobiyologlar ise daha ¢ok bu siiregte yer
alan mikroorganizmalarin bu olayr nasil gergeklestirdigini arastirirlar. Bu nedenle,
yanlis anlamalar1 ortadan kaldirmada ve bu mekanizmay: vurgulamada solunumsal
denitrifikasyon terimi kullanilir (Mahne ve Tiedje, 1995).

Nitrat1 nitrite indergeyen iki farkl: rediiksiyon yolu vardir

1-6ztimsel (asimilatif) nitrat rediksiyonu
2-0zumsel olmayan (disimilatif ) nitrat rediksiyonu

1.2.2.1.0ziimsel Nitrat Rediiksiyonu

Azot kaynagi olarak amonyagin, nitrattan daha az oldugu ortamlarda nitratin
amonyaga donUstirilmesi olayidir. Bu yol prokaryotik canlilarda oldugu gibi
Okaryotik organizmalarda da bulunur. Organik azot metabolizmasinin baslangicichr
(Kuenen ve Robertson ,1988).

Fungus olan Aspergillus nidulans ve Neurospora crassa’ da, bakterilerden daha

fazla nitrat 6zimlenmesinden sorumlu enzimler elde edilmistir. Fungal nitrat
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O0zumlenmesinin ilk adimi nitratin hiicreye alinmasidir. Nitratin N. crassa tarafindan
alinimu, ortamda nitrat yada nitrit fazla ise artar, pek gok amino asitle ve NH4" iyonu
ile baskilanir veya engellenir (Cole, 1988).

Oziimsel nitrat rediksiyon sisteminden sorumlu gen grubu nas olarak
adlandirilir. Nas enzim sistemi sitoplazmada yer almasindan dolay: nitratin hticre
icine tasinmasint gerekir. Birgok bakterinin nas sisteminde nitrat, periplazmik
baglayici protein gerektiren ABC-tip tasiyici sistemle hicre igine alinir (Moreno-
Vivivan ve ark., 1999; Steenhount ve ark.,2001).

Oziimsel nitrat rediiktaz Alcaligenes eutrophus da da bulunmustur. Bu enzim
nitratin  bulundugu amonyaksiz ortamlarda sentezlenir. Alcaligenes eutrophus da
nitratin 6zimsenmesi ve solunumu iki farkli enzim tarindan katalizlenir. Nitratin
Ozumsenmesinden O0zumsel nitrat rediktaz ve solunumdan da solunumsal nitrat
rediktaz enzimi sorumludur. Bu iki enzimin genetik kokeni, hilicredeki yeri,

biyokimyasal ve diizenleyici 6zelikleri farklidir.

1.2.2.2.0ziimsel Olmayan Nitrat Rediiksiyonu

N2 olusumunu saglayan tam bir denitrifikasyon, nitrat rediiksiyonuyla baslar.
Denitrifikasyon bakterileri nitrat1 hticre igine aldiginda, nitrat son elektron alicisi
olarak solunum reaksiyonlarina katilir. Oksijensiz kosullarda meydana gelen bu
reaksiyon, membrana bagli (solunumsal) nitrat rediktaz tarafindan katalizlenir. Bu
enzimin haricinde periplazmada yer alan diger enzimde (periplazmik nitrat rediktaz)
nitrat1 nitrite indirgeyebilir (Knowles, 1982; Carter ve ark.,1995; Zumft 1997;
Steenhoudt ve ark., 2001).

Oziimsel olmayan nitrat rediiktaz enzimleri daha ¢ok Escherichia coli ve
Paracoccus denitrificans Uzerinde calisilmistir (Ballard 1988, Sears ve ark., 1993,
Berks ve ark., 1995). Cok sayida bakteri ¢ozinir 6ztmsel nitrat rediktaz ve iki
0zimsel olmayan nitrat rediktazlardan (periplazmik ve solunum) birini yada daha

fazlasim bulundurabilirler.
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1.2.2.3.Denitrifikasyona Etki Eden Faktorler

Karbon/azot konsantrasyonu
COzunmus oksijen konsantrasyonu
Sicaklik

pH.

1.2.2.3.1.Sicakhk Etkis

Biyolojik denitrifikasyonda sicaklik dnemli bir parametredir. Denitrifikasyon
icin sicaklik sinirlarmin 4-60 °C oldugu bulunmustur. Bu simirlarin disindaki
degerlerde denitifikasyon gerceklesmedigi belirtilmistir (Hiscock, 1991).

Aslan calismasinda 20 ° C de nitrat giderim oraminin ok yiiksek oldugu
bulunmustur. 22°C, 27 °C ve 37°C  100mg/! nitrat tamamen giderildigi bulunmustur.
22°C den daha diisik sicakliklarda nitrat giderim verimi %100 den %14’ e diismiistur.
5°C sicaklikta %1,1 gibi cok dustik nitrat giderim verimi elde edilmistir.

Volokita ve ark. (1996), calismalarinda 14 °C’deki nitrat gideriminin 32
°C’deki verime gore 1/3 oraninda oldugunu ve nitrat giderme veriminin %99,9' dan
%63 e dustiguni ve yuksek konsantrasyonda nitrit birikimi belirlenmistir.
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1.2.2.3.(2).pH Etkis

Biyolojik denitrifikasyonda nitratin azot gazina donuUstUrdlmes sirasinda
alkalinite Uretilmektedir. pH: 5-9 arasinda nitrat giderilmesi sonucu ortam pH’inda
artig gbzlenirken, optimum pH aralig1 disinda mikroorganizma inhibisyonu nedeniyle
pH degisimi gbzlenmektedir.

Delanghe ve ark. (1994), denitrifikasyon c¢alismasinda optimum pH ‘1 8 olarak
belirlemesine ragmen Hiscook vd. daha distk pH’ larda ¢calismislardir (Delanghe ve
ark.,1994). Wattanachira ve Fujita ile Till ve arkadaslar1 farkli Ph'larda yaptiklar:
caismada pH:6-9 arahiginda nitrat gideriminde pH ‘in 6nemli olmadigin
belirtmiglerdir (Wattanachira ve Fujita;1990; Till ve ark.,1998). Vander Hoek ve
Klapwizk pH’ 9 da nitrat gideriminde inhibisyon etkisi olmadigim belitmislerdir
(Vander Hoek ve Klapwisk, 1987). pH 4,5 atinda mikroorganizma aktivitesi
engellenmekte, nitrat giderimi %10 a dustigl saptanmustir.

1.2.2.3.(3).C/N Konsantrasyonunun Etkis

Biyolojik denitrifikasyon verimini arttirmak igin uygun karbon kaybon kaynag:
secimi gok dnemlidir (Metaju,1992).

Optimum C/N , maksimum nitrat giderimi minimum kalint: organik karbon ve
nitritin bulundugu oran olarak belirtilmistir.

Aslan ve Turkmen (2003), kesikli deney calismalarinda nitrat konsantasyonu
100mg/L de sabit tutularak C/N oram 0.3-3 arahigi icin calisiimistir. Kesikli
calismada en uygun C/N oranim 1.35 olarak bulmuslardir. Optimum C/N oram igin
ortamda mikrobiyal faliyet icin yeterli karbon kaynagi olmamasi sonucu nitrat
giderim veriminin %80 den daha diisik gerceklesmistir.

C/N oran 1 oldugu zaman nitrat giderme verimi %70 olarak belirlenmistir.

Dalange (1994), yaptig1 calismada optimal C/N oramini 1.35 olarak bulmustur.
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2.ONCEKI CALISMALAR

Vuoriranta ve ark. (1993), yaptiklari calismada pilot olgekli aktif camur
sisteminin organik madde ve azot giderim verimini arastirmiglardir. En iyi sonuglar
24 sagtlik donglde ve 6 saatlik anoksik peryotta elde edilmistir. Nitrifikasyonun
13°C de tamamlandigini ve maksimum toplam azot ve BOIl; gideriminin sirasiyla
%80 ve %94 oldugu belirtilmistir.

Baumann ve ark. (1996), aerobik ve anaerobik durumlar altinda Paracoccus
denitrificans ‘in denitrifikasyon aktivitess meydana gelecek artislar ve azalislar
yaptiklart bu calismada gostermislerdir. Paracoccus denitrificans in denitrifikasyon
aktiviteleri nitrit, nitrit oksid, nitroz oksid, ve dinitrojen gibi denitrifikasyon
drdnlerinin olusumlarimin Glglilmesiyle gosterilmistir. Nitrat, nitrit, nitroz oksid
reduktaz enzim konsantrasyonlarimn temel alindigi molekiler dizeyde tespitler
yapilmis ve mRNA dizeylerinin bagimsiz denitrifikasyon enzimlerinde 45 kat
yukseldigi calisma sonunda tespit edilmistir.

Rensink ve ark. (1997), ¢cokeltilmis atik sularin pilot bir sistemde biyolojik azot
giderimini arastirilmiglardir. Bu sistem, sirasiyla anaerobik, aerobik, anoksik ve
aerobik olmak Uzere dort bolgeden meydana gelmekte ve *‘Renphosystem’” adiyla
anilmaktadir. Aerobik bdlgede nitrifikasyon, anaerobik bolgede ise denitrifikasyon
gerceklesmektedir. Baslangi¢ olarak nitrifikasyonun tamamlanmasi icin aktif camur
havuzuna diusik yuk verilmistir. Sistemin sirasiyla anoksik ve aerobik bolgelerinden
sonra yuksek nitrat giderimi elde edilmistir. Bu proseste 4 safhadan gecen atik su
¢ikisinda fosfor(P) ve azot (N) konsantrasyonu sirasiyla 0,4 ve 2 mg/L olarak elde
edilmistir. Calismamn sonunda sirasiyla azot(N) ve fosforda(P) %87 ve %98’ e varan
giderim verileri elde edilmistir.
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Pai ve ark. (1998), Taiwandaki bir pirin¢ tarlasindan izole ettigi 3 denitrifikant
bakterinin aerobik ve anaerobik kosullar altinda nitrat: nitrojen gazina dénistirme
kapasiteleri incelenmistir. Calisan bu t¢ bakteriden ikisi DCB-T23 ve T25 ¢ozUnmuis
oksjen varhigindan etkilenirken diger sus olan DCB-T6 nin etkilenmedigi tespit
edilmistir.  Ayrica calisilan bakterilerin  denitrifikasyon potansiyeli tamamen
havalandirma saglanan atik su aritma sistemlerindeki aktif camura eklenerek
Olcilmustar. T6 susundan denitrifikasyon basarisinda 360 mg N/g dizeyinde
Olculmustar.

Intrasungkha (1999), yiksek tuzluluk iceren deniz Urtnleri endlstrisi aritma
tesisinden alinan atik suda, laboratuar Olgekli ardisik kesikli reaktorler kullanarak
nutrient giderimi Uzerine ¢alismustir. Tuzlulugun etkisini belirlemek amaciyla sistem
baslangicta distk tuzlulukta isletilmis, tuzluluk oram kademeli olarak artirilmstur.
Arastirma sonucunda tuzluluk oram dusik durumda (%0,3-%2 NaCl) yuksek
verimde nitruent giderimi gdzlemlenmis ancak tuzluluk oram % 5 NaCl’ e yukselince
verim belirgin sekilde azal mstir.

Wang ve Lee (2000), acrylonitrile-butadiene recineli atik sulardan acrylonitrili
subsrat gibi kullanan bakteriler izole edildi ve idendifikasyonu yapildi. Acrylonitrilin
farkli konsantrasyonlar1 ele alinarak denitrifikasyon bakterilerinin performanslar:
anoksik durumlar altinda arastirildi. Sonuglar denitrifikant bakteriler 7 tirin
acrylonitril ve acrylic asiti bir subsrat gibi kullandigi bulundu. Bu tirlerden
Acidovorax facilis B ve Pseudomonas nautica denitrifikasyon icin 279 mg/L
acylonitril’i bir subsrat gibi kullandigi bulunmustur. Bu tirler 1 mg nitrat
gideriminde 0,64-0,74 mg acrylonitrile yada 0,87-1 mg acrylic asite ihtiyacglar
oldugu bulunmustur. Clnkd bu tdrler denitrifikasyon igin acrylonitrili bir substrat
gibi kullanmaktadir. Ayrica bu tdrlerin akiskan yatakli karbon reaktorlerinde

acrylonitril kaynakli sularin aritiminda biydk rol oynadig: bulunmustur.
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Cao ve ark. (2001), tarafindan yapilan bir calismada biyodenitrifikasyona etki
eden faktorler olan nitrifikant bakterilerin denitrifikant bakteri orani, organik karbon
kaynagi, pH, sicaklik, alkalinite ve ¢ozinmis oksijen miktar: arastirildi. Deneysel
sonuglar, nitrifikant bakterilerin denitrifikantlara oram 1,5-1 ve 3,6-1 oldugunda,
sicakhigin 30°C, pH’1n 8,2,¢oziinmils oksijen miktarimin 2-6 mg/L karbon kaynagi
olarak metanol kullanildiginda denitrifikasyonun en verimli sekilde gerceklestigi
gosterilmistir.

Khan ve Hiraishi (2001) poly 3-hydroxybutyrate(PHB) ve poly 3-
hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate (PHBV)'nin aerobik ve anaerobik pargalanma
kabiliyetine sahip yeni bir denitrifikant kemoorganotrofik bir bakteri aktif camurdan
izole edildi. Bu yeni izolatin 16S lik rRNA sequens dayanan filogenetik analiz
sonucunda Proteobacterialarin  alt simfina ait oldugu saptanmistir. Karbon kaynagi
olarak  3-Hydoxybutyrate, PHB, PHBV’' i kullanarak gerceklestirdigi
denitrifikasyonda nitrat1 hi¢ nitrit ve nitrozoksid birikimi olmaksizin azot gazina
indirgedigi bulunmustur. PHBV ‘nin farkli oranlariyla denitrifikasyonun kinetik
analizleri 0.7 gram PHBV’nin 1 gram nitrat1 indirgedigi bulunmusur. PHBV’nin
elektron alicisi olarak kullanildiginda yiksek oranda denitrifikasyon gerceklestigi

bulunmustur.
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Mekonen ve Kumar (2001), yaptiklart bir calismada yiksek miktarda nitrat
iceren icme sularimin denitrifikasyonu igin kullamilan seri reaktérlerin verimini
incelediler. Nitrat konsantrasyonunu istenilen degerlere distrmek icin (<10mg/L),
COD/N oram 2 olacak sekilde etanol gerektigini sdyleyen arastirmacilar,
reaksiyonun ilk 6 dakikasinda baslangigtaki nitrat konsantrasyonunun artisina paralel
olarak nitrit birikiminin de attigin gozlediler. Calisma sonuclarina gore birinci saat
nitrat uzaklastirilmas: %85,7-91,5 yiksek degerler arasindadir. Istenilen nitrit ve
nitrat degerlerine ulasmak igin anoksik reaksiyon siresi nitrat konsantrasyonlarinin
40, 160 ve 250 mg/L degerlerine gore sirastyla 3,5 ve 7 saattir. Denitrifike edilmis su
dusUrdlen her bir mg nitrat basina 3,53 mg CaCOs icermektedir ve pH degeri 7,3’ ten
8,9'a artmaktadir. Operasyon donguleri arasinda bos gegen zamanlarin (1-14 saat)
denitrifikasyon Uzerine bir etkisi bulunmamaktachr. Islemleri bitmis sudaki COD
konsantrasyonlar: arasindaki fark 5-15 mg/L ve silfir konsantrasyonlari ise 0,2-0,4
mg/L olarak bulunmustur. icme sularinda yikseltilmis COD konsantrasyonlarinin
genellikle oOnerilmeyecegi, ayrica bu yontemde suda toksk silfit olusumunun
engellenemeyecegi belirtilerek islenen suyun daha iyi duruma getirilmesi igin ilave
calismalaraihtiya¢ duyuldugu ifade edilmistir.

Zhou ve ark. (2001), yaptiklar: bir galigmada Fusarium oxysporium’'un oksijen
saglama ve denitrifikasyon aktiviteleri arasindaki kantitatif benzerli incelenmistir.
Bakteriler tarafindan gergeklestirilen denitrifikasyon O, tarafindan engellenmesine
ragmen, mantarlarin verimli denitrifikasyonlar1 igin minimal miktarda O, gerekli

oldugu saptanmustir.
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Gomez ve ark. (2002), azot giderici daldirmali filtre kullanarak ylzey
sularindan nitrat giderimi Gzerine ¢dzUnmis oksijen konsantrasyonunun etkisini
arastirdilar. Tek yonlt daldirmal1 filtre yontemi, nitratca kirlenen yizey sularini
biyolojik olarak aritmak icin kullamlmustir. Prosesteki ¢oziinmis oksijenin etkisi
etanol, metanol ve sikroz gibi karbon kaynaklari kullamlarak test edilmistir.
Inorganik azot giderimi, biyofilm bilylimesi, biyofilmdeki azot giderici bakteriler ve
nitrat indirgeyici bakteriler incelenmistir. Kullanilan elektron verici tipine gore,
oksijen bulunmast inorganik azot giderim verimini azaltrms ve aritilmis sudaki nitrit
konsantrasyonunu artirmistir. Bu olumsuz etkilerin karbon kaynaklarina bagli oldugu
belirtilmistir. Etanol ve metanol gibi alkollerle biyolojik azot gideriminin ¢ozinmus
oksijenden, sikroza gore daha az etkilendikleri vurgulanmustir. Bunlar elverissiz bir
inorganik azot giderimine ve aritilmig suda nitrit bulunmasina 6n ayak olmuslardir.
Bu etkilerin sikroz karbon kaynagi olarak kullamldiginda daha belirgin oldugu
gordlmistdr.

Matsuzaka ve ark. (2002), tarafindan yapilan bir ¢alismada icerisinde C ve N
kaynagi olarak asetamid bulunan zenginlestirilmis kultirlerden izole edilen
heterotrofik nitrifikant bakteriler izole edildi. 21 tir tespit edildi. Basit bir prosedirle
bu 21 turin oksijen varhiginda denitrifikasyon yapma yetenegi incelendi. Bu
nitrifikant bakterilerin birkaginin nitrit yoluyla denitrifikasyon yaptigi bulundu.
Nitrifikasyon yapan bu bakterilerin oksijen toleransi gosteren denitrifikasyon
sitemlerine sahip olduklar: tespit edildi.

Szekeres ve ark. (2002), hidrojen bagiml1 bir azot giderim sistemindeki bakteri
nifusu calisilmigtir. Su, aritim icin biyoreaktbre girmeden ©nce hidrojence
zenginlestirilmistir. Sistem, icilebilir su aritim igin tasarlanmis ve elektrokimyasal
bir hiicreden meydana gelmistir. Biyoreaktorler (grantle aktif karbon ile doldurulan
kolonlar) bir 6nceki reaktdrden ayrilan azot giderici bakteri turleri ile asilanmus,
asilamamin hemen ardindan ya da 1 veya 3 ay sireli calismadan sonra deneme
yapilmistir. Toplam bakteri sayist ve farkli her bir bakteri tlrdnin sayilari
biyoreaktoriin cesitli safhalarindatayin edilerek calismalar gerceklestirilmistir.

Kimura ve ark. (2002), yuzey sularindan nitrat giderimi igin stlfir bazl1 azot
giderme ve membran ayirmann birlestirildigi yeni bir metot dnermislerdir. Bayume
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hizlar1 oldukca dustk olan ototrof azot gidericiler membran kullanilarak yiksek
konsantrasyonda tutulabilmislerdir. Onerilen bu yontemin performans: laboratuarda
uzun streli deneylerle sentetik besleme suyu kullanilarak belirlenmistir.

Shinoda ve ark. (2003), aerobik ve anaerebik sartlarda Toluen'i bir karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanan Thaura cinsi bakteri izole etmislerdir. Bu bakteriden
izole edilen ve oksijenli solunumda rol oynayan toluen dihidrojenaz enzimi ve
anaerobik parcalanmada rol oynayan benzilsiiksinat sentaz enziminin Northern Blot
analizleri ve PCR analizleri yapilarak toluen pargalanmasindaki etkinlikleri
arastirilmistur.

Celen ve Kili¢ (2003), yaptiklar1 bir calismada tarim topragindan aerobik
solunum yapan bakteriler izole ettiler. 60 isolattan 39’ unun aerobik kosullarda nitrati
nitrite indirgiyebildigi tespit edildi. 39 izolattan besi aerobik nitrat rediksiyon
aktivitesinin belirlenmesi icin secildi. Biyolojik olmayan elektron vericiss MV™*
kullanilarak bes izolattan dordinin periplazmik nitrat reduktaz aktivitesine sahip
oldugu bulundu. Bu izolatlarin farkli azot kaynaklarinda, aerobik kosullarda nitrit
uretme ozellikleri belirlendi.izolatlarin nitrath ortamda, amonyak +nitrath ortama
kiyasla kultirlerde yUksek seviyede nitrit biriktigi, azot kaynagi amonyak olan
ortamda ise, izolatlarin higbirinin nitrit biriktirmedigi gbzlendi. Sonug olarak,
aerobik nitrat reduksiyonunda nitratla birlikte amonyagin varligir yuksek seviyede
nitrit birikimine neden olmamaktadr.

Karimimaae-Hamedam ve ark. (2003), Japonyadaki Ariake denizinden
denitrifikasyon yapan ASM 2-3 olarak adlandirilan bir bakteri susu izole edilmistir.
Bu izolat 225 mg/L nitrat: par¢calama yetenegine sahiptir. Biyokimyasal tesler ve 16
S lik rRNA sequens analizleri sonucu bakterinin pseudomonas stutzeri tirine yakin
oldugu belirlenmistir. isolatin nitrat1 parcalama etkisi pseudomonas stutzeri NBRC
14165 susundan daha hizli oldugu bulumustur. ASM 2-3 susunun %10 NaCl iceren
besiyerinde bile yetistikleri bulunmustur. Ayrica bu susun nitrat ve nitrit
rediksiyonundan sorumlu enziminin aktivitesinin kontrol suslaridan daha hizli
oldugu gosterilmistir.
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Lui ve ark. (2005), farkl: mineral besiyerlerinde ve sentetik atik suda Fusarium
oxysporium ve Pseudomonas stutzeri’ nin saf ve karisik kdltUrleri tarafindan
gerceklestirilen denitrifikasyon incelenmis ve F.oxysporium ve P.stutzeri’ nin
tarafindan hizli bir Ny gazi olusumu oldugu gozlemistir. Karisik Kkalttrlerin
denitrifikasyon basarisinin saf kiltirlere gore daha yuksek oldugu bulunmustur.
Karigik kdlttrlerin 6 gunluk inkibasyondan sonra ortamdaki nitratt % 87' sini
giderdigi  bulunmustur. Daha sonraki denitrifikasyon testlerinde  kabuk
interaksiyonunun denitrifikasyon Uzerine etkisine bakilmis ve bu karisik kulttrlerin
kabuk bulunan ortamda 36 saatte 1.0 mmol NOs'dan 442 mikromoral N Uretildigi
bulunmustur. Bu sonuclar, kabugun denitrifikasyon icin uygun bir mikrocevre
sagladiginm agikga gostermektedir.

Franco ve ark. (2005), anoksik USB reaktori uygulamasiyla elde edilecek
verimi incelenmislerdir. 3 tane 0.8 L lik reaktorlerden 2 tanesi darbeli akim seklinde
calisilmis bunlardan birincisi (P1) c¢ikist resikle edilmis, ikincisinin ¢ikisi geri
dondaralmemistir(P2). Her Uc reakttérde de glikoz ve NaNO; karisimiyla beslenmis
olup metanojenik graniller camurla asilanmistir. Organik yik ve azot yiki giderek
artirllmis ve calismanin sonunda ekstrem yiUksek dizeylere cikilmistir. Darbesiz
calistirilan reaktorlerde 6zellikle olgunlasma devresinde amonyak ve nitrit birikimi
denitrifikasyon verimini % 90 azaltacak kadar 6nemli etki yaparken darbeli calisan
P1 rektorlerinde son derece diusik nitrit dizeyleri saptanmistir.P2 reaktorlerinde ise
azot giderimi blyuik 6lclide olmustur. Kisacas: darbesiz reakttrlerde darbelilere gore
daha yiksek oranda denitrifikasyon gozlenmistir.

Cyplik ve ak. (2006), bu calismada halofilik mikroorganizmalarin
denitrifikasyon yetenekleri arastirnlmigtir.  Bu  halofilik  mikroorganizmalarin
denitrifikasyon yeteneklerini belirlemek icin besiyerine potasyum (P), magnezyum
(Mg), kalsiyum (Ca) gibi makro elementler ve bunlara ek olarak demir(Fe),
bakir(Cu), molibden(Mo) mikroelementler eklenerek cesitli besiyeri ortamalari
hazirlanmistir.  Bu  bakterilerin  gelisimi icin  optimal pH, sicaklik, NaCl
konsantrasyonu belirlenmis ve en iyi gelisme ortamlar: saglanmustir.
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Tavares ve ark. (2006), Denitrifikasyon yada disimilatif nitrat rediiksiyonu bazi
bakteriler tarafindan enerji Uretimi igin kullanilan anaerobik bir prosestir. Cevre
problemlerinden biri olan ziraatta suni gibre kullanimindaki artis nitrat birikimine
neden olur. Bu cevre problemi sonucu olusan nitrat birikiminin gideriminde
denitrifikasyon 6nemli rol oynadigi bulmuslar ve nitrat1 nitrojen gazina indirgenmesi
4 durumda 4 farkli metalloenzim tarafindan gergeklestirildigi bulundu. Bu enzimler
nitrat1 nitrite sonra nitrik okside ve son olarak da nitrojene indirgedigi bulunmustur.

Vasiliadou ve ark. (2006), tarafindan yapilan ¢alismada karisik kalttrlerle bir
grup denemede hidrojenotrofik denitrifikasyon prosesleri incelenmistir. Cesitli nitrat
konsantrasyonlarinda igme sularinin hidrojenotrofik denitrifikasyonu icin kultirlerin

performansi incelenmistir.
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3.MATERYAL VEMETOT

3.1. Materyal

3.1.1 Kullamlan Kimyasal M addeler

3.1.1.1Kimyasal Oksjen Ihtiyaa Testi (KOI) Srrasnda Kullamlan
Kimyasal M addeler

Amonyum demir (Il) silfat cozeltis; (NHj):Fe(SO4).6H20; 42 gram
amonyum demir (I1) stilfat tartilir ve Uzerine 20 mL konsantre siilfirik asit konarak
saf su ile 1 litreye tamamlanir. Elde edilen ¢ozelti 0.1 N'den biraz daha kuvvetli
amonyum demir (I1) stilfat ¢ozeltisidir. Cok disik konsantasyonlardaki KOI degerini
daha hassas bulabilmek icin, litrede 10 g amonyum demir (I1) silfat bulunan 0,025
N’lik ¢cozelti kullarmlmaktdir.

Ferroin indikatori; 1,735 gram 1-10 phenontralin monohyrate eriyigine,
0,695 gram FeS04.7H20 ilave edilip 25 ml saf suda ¢Ozulir ve 100 mL’ ye
tamamlanir.

Potasyumdikromat ¢ozeltis (K 2Cr,07)(Merck); 12,26 gr potasyumdi kromat
tartilarak saf su ile 1 litreye tamamlanir. Bu ¢ozelti 0,25 N’dir. 0,05 N ¢Ozelti

hazirlamak icin 2,452 gram potasyumdikromat tartilarak 1 litreye tamamlanir.

Gumussilfath stlfirik asit ¢ozeltisi; 10 gram guimUs stilfat (Ag2SOg)tartilir. 1

litre konsantre stilfirik asit (H,SO,) icerisinde ¢ozdurdltr.

Civa siilfat (HgSO4)(M erck)
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3.1.1.2.Biyokimyasal Testlerde Kullamlan Cozeltiler

3.1.1.2.1.K ovaks Cozdtis : Indol testi igin kullanilir (Cetin, 1968).

Para-Dimetil Aminobenzaldehit 59
Amil veya Buitil Alkol 75 mL
%37’ lik HCL 25 mL

3.1.1.2.2.Metil Kirmizas Soltisyonu: Metil kirmizisi pH 4,4 de kirmizi, 6.2 de
saridir. Metil kirmizisi testi igin kullanilir (Cetin, 1968).

Metil kirmizisi 029
Alkol(%95) 50mL
Damitik su 50mL

3.1.2 Kullanilan Besiyerleri

3.1.2.1 Biyokimyasal Testlerde Kullamlan Besiyerleri

3.1.2.1.(1) Jeloz Besiyeri: Bakterilerin ilk izolasyonlarinda ve saf kiltir olarak
secilmis stok kdltdrlerin hazirlanmasinda kullamilmistir (Cetin, 1968).

Bilesimi (g\L)
Pepton 10
Et 6zitd 10
NaCl 5
Agar
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3.1.2.1.(2).N; Besiyeri : Saf kultir olarak segilmis bakteri suslarimn gogalmasi
amaciyla kullanilmistir (Anonymous,1978).

Bilesimi (g\L)
Pepton 10
Et 6zitd 10
Maya 0zUtu 5
Glukoz

Agar 15

3.1.2.1.(3).indol Besiyeri : Ucucu indoliin olusumunu gozlemek amaciyla
kullanilmis (MacFaddin, 2000).

Bilesimi (o\L)
Pepton 20
NaCl 5
Triptofan 10

3.1.21.(4).Jelatin Besyeri: Jelatinin hidrolizini  belirlemek amaciyla
yapilmistir (MacFaddin, 2000).

Bilesimi (g\L)
Pepton 10
Et 6zitd 10
NaCl 5
Jelatin 120
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3.1.2.1.(5).Nisasta Agar : Bu besiyeri organizmamn amilaz enzimine sahip
olup olmadigint bulmak igin kullanlir (Anonymous,1978).

Bilesimi (o\L)
Pepton 5
Et 6z0tl 3
NaCl 5
Nisasta 2
Agar 20

3.1.2.1.(6).Ure Agar: Bakterilerin tireyi hidrolize etme yetenegini belirlemek
icin kullanilmistir (MacFaddin, 2000).

Bilesimi (o\L)
Pepton 1
NaCl 5
Ure 20
KH2PO4 0,9
D(+) Glukoz 1
Fenol kirmizisi 0,012
Agar 15
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3.1.21.(7).Endo_C Agar:

besiyeridir (Cetin, 1968).

Bilesimi
Pepton
Laktoz
NaSOs
Bazik fuksin
K2HPO,
Agar

Bu besiyeri gram(-) bakteriler icin selektif bir

(g\L)
10

10
2,5
0,04
35
12,5

3.1.21.(8).SIM Agar: Bakterilerin  hareketliligini belirlemede ve HS
olusumunu belirlemede kullanilan besiyeridir (MacFaddin, 2000).

Bilesimi

Kazein peptonu

Et peptonu

Amonyum Fe(111) sitrat
Na-tiyosulfat

Agar

(g\L)

20
6

0,2

0,2
3

3.1.2.1.(9).Clark-Lups Besyeri: Bakteri identifikasyonunda metil kirmizisi
testi icin kullanimistir (Cetin ,1968).

Bilesimi
Pepton
Glukoz
K>HPO,

(g\L)
7

5
5
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3.1.2.2.Bakterilerin Denitrifikasyon Yetenegini Belirlemede Kullamlan

Besiyerleri

3.1.2.2.(1).DM Bedsyeri:

Bu besiyeri denitrifikasyon yapan bakterilerin

isolasyonu amaciyla kullamilmistir. Bu besiyeri saf su ile ¢ozinerek igine iz element

soltisyonundan 2 ml ilave edilir. pH 7' ye ayarlanir (Robertson ve Kuenen, 1988). ( iz
element solisyonu(mg/L): EDTA, 5; ZnSO,, 2.2; CaCl2, 5.5; MnCl.4H20, 5.06;
FeSO4.7H20, 5; CuSO4.5H20, 1,57)

Bilesimi
Succinate
KNOs3
NaHPO,4
NH4Cl
MgSO, 7H,0

(g\L)

1
1

0,79
0,15

0,3

3.1.2.2.(2).GN Besiyeri: Bu besiyeri bakterilerin denitrifikasyon aktivitesini

belirlemek amaciyla kullanlir.

(Alexcander, 1965).

Bilesimi

NaNO;
L-asparagine.H,0
Na citrate
KH2PO,
MgSO,.7H-0
CaCl,.6H.0
FeCl3.6H,0

Besiyeri saf su icinde ¢ozulerek pH 7' ye ayarlanir

(g\L)

0,06
1
8,5

1

1
0,02
0,05

5 ml Brom Tymol mavisinin %1’ lik alkolik soltisyonun
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3.1.2.2.(3).NN Besiyeri: Bu besiyeri bakterilerin gaz olusturma yeteneklerinin
belirlenmesinde kullanilir (Alexander,1965).

Bilesimi (g\L)
NaNO; 0,06
Glukoz 10
Pepton 10
MGSO4.7H20 0,1
K2HPO,4 2
Y east Extract 1

3.1.3. Kullanilan Yapay Atik Su Icerikleri

3.1.3.1.Melash Atik Su

Bilesimi (g\L)
Ure 0,36
KH2PO,4 0,12
Melas 6

3.1.3.2.NOszlcerikli Atik Su

Bilesimi (g\L)
Succinat 2,5
KNO; 3,75
NH,4CI 0,25
Na;HPO, 0,028
KH2PO,4 0,0074
MgSO,.7H,0 0,025
NaHCO; 0,68
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3.2. Metot

Bu calismada damlatma kulesi seklinde calisan yaklasik 1L hacimli alttan
beslemeli bir aritmatesisi modeli hazirlanmstir.

Bu tesise verilmek Uizere yapay atik su hazirlanmistir. Atik suda fosfor kaynagi
olarak potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy,), azot kaynag: olarak tre (HoNCONH,)
ve karbon kaynagi olarak ise melas kullanilmistir ve tesis yapay atik suyla 2 ay
boyunca stirekli beslenmistir.

Atik suyun tesise verilmesi ayarlanabilir dosaj pompasiyla saglanmistir. Pompa
tesise, atik suyu 2 saatlik sirede 7,5-8 litre verebilecek debiyle caligsmaktadir.
Tesisin alttan havalandirilmasint  saglamak amaciyla akvaryum tipi  difusor
kullanil mastur.

Tesiste olugan biyomasin tutunmasi igin dolgu materyali kullamlmistir ve
bunun Uzerinde gelisen biyofilmin ¢esitli katmanlarindan homojenizasyon yardimiyla
elde edilen flora elemanlar1 arasindan rastgele secilen bakterilerden saf kaltur
hazirlanmustir.

Bu bakterilerin icinden denitrifikasyon yetenegi olana bakteriler belirlenmistir.
Biyokimyasal testler ve VITEK 2 sonuglarina gore bakterilerin tir seviyesinde
idendifikasyonlar1 yapilmistir. Calismanin ikinci asamasinda i¢i 2-3 mm ¢apli cam
boncuklarla doldurulmus 500 mL hacimli silindirik bir reaktér hazirlanmistir. Yan
taraftan girilen reaktoriin besleme ucu tabana yerlestirilmis ve nitrat iceren yapay atik
su ile 2 ginde bir 100 mL verilerek denitrifikant floramn dolgu materyali Gzerinde
gelismesi saglanmistir. Bu slre sonunda giris ve ¢ikis nitrat azotu olgiimlerine
baglanmustir. Saf kdltir seklinde Orettigimiz bakterilerden 100 mL atik suyla
resispanse edilerek tesise verilmis ve cikis suyu nitrat azotu oOlgtlerek normal

denitrifikasyon diizeyine gore saglanan basar1 arastirilmistir.
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3.2.1 Bakteri izolasyonu

Atik sudan alinan biyofilm drneklerinden nitrifikant ve denitrifikant bakteriler
icin selektif bir besiyeri olan DM besiyerine ekim yapilarak bakterilerin geligimi
saglanmistir. Bunun iginde 50 mL besiyeri bulunan 250 mL lik erlenlere biyofilm
orneklerinden 6zeyle alinarak ekim yapilmustir. Ornekler 30°C de 220 rpm de orbital
carkalyicida bir hafta boyunca inkiibe edilmistir. Bir hafta sonunda besiyerinde
bulaniklasma oldu yani bakteri gelisimi saglanmustir. Bu 6rneklerden seri sulandirma
yapilarak 10210%10° ik sulandirmalardan icinde N1 besiyeri bulunan petrilere
yayma ekim yapilarak bakterilerin tek koloni seklinde dismeleri saglanmustir
Besiyerinde fakl1 goriinen 50 koloni secilip bunlardan tek tek pasaj yapil mistir.

3.2.2Atik Sudan Izole Edilen Bakterilerin Denitrifikayon Yeteneginin

Bdirlenmes

Laboratuvar Olgekli atik su aritma tesisinden izole edilen bakterilerin
denitrifikasyon yeteneginin arastirilmasi icin Giltay and Nitrat (GN) medium besiyeri
kullanilmigtir. 5mL GN besiyeri iceren test tlpleri hazirlanmis ve tiplerin icine
durham tupl konmustur. Aritma tesisinden izole edilen 50 bakteri susunun test
tuplerine ekimi yapilmis ve 6rnekler 30°C 220 rpm de orbital calkalayici da inkiibe
edilmistir. Denitrifikasyon yapan bakteriler bu besiyerinde bulunan nitrat
parcalachginda nitrat (NOs), azot gazina (N2) doniistiigii icin ortamdan H* uzaklasir
ve pH yikselir. Ortamin pH’1 yiUkseldiginde, besiyerinde bulunan brom timol
mavisinin yesilden maviye donmesi ve durham tuplerinin icinde kabarcik olusmasi
pozitif olarak degerlendirilmistir.

Daha sonra denitrifikasyon yetenegi oldugu dustnilen bu bakterilerin Nitrat
Nitruent (NN) besiyerine ekimi yapilmistir. Bu besiyeri bakterilerin denitrifikasyon
sonucu olusturdugu azot gazim belirlemek icin kullanilmistir. 5 mL NN besiyeri
iceren tupler hazirlanmistir ve tupleri igine durham tupt konmustur. GN besiyerini
maviye donlistiiren bakteri 6rneklerinden ekim yapilmustir. Ornekler 30°C de 24 saat
inkiibe edilmistir inkiibasyon sonucu test tliplerinde gaz olusturan bakteri drnekleri
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pozitif olarak degerlendirilmistir. NN besiyerindeki nitrat miktar1 nitrat testi ile
belirlendi. BOylece durham tuplerindeki gazin azot gazi oldugu tespit edilmistir.

3.2.3.Denitrifikasyon Yapan Bakterilerin Denitrifikasyon Basarilarinin
Belirlenmes

1- Nitrat icerikli yapay atik su hazirlanarak 100 mL lik siselere 50 mL
konmustur. Bu siselere denitrifikasyon gercgeklestirdigi bulunan bakteri stoklarindan
ekim yapilmistir. Ornekler 30°C de 220 rpm de orbital carkalayici da 15 giin
boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra yapay atik suyun nitrat miktar: ve
KOI olculerek bakterilerin denitrifikasyon basarilar: 6l¢tlmustdr.

2-Yine laboratuvar boyutlarinda hazirlanan homojen karisimli ve sabit yatakl
bir denitrifikasyon kulesi modeli bigiminde kurulan denitrifkasyon prosesinde
denitrifikasyon yapan bakterilerin denitrifikasyon verimleri NOs giderimi verileri
Olculerek belirlenmistir.

3.2.4.Yapilan Testler

3.2.4.1.KOI (Kimyasal Oksijen ihtiyac) Testi

Leithe (1970) metoduna gore yapilmistir. Laboratuar da yapay olarak
hazirlanmis atik su, Kirlilik yuklerindeki degisime bagli olarak belirli oranlarda
sulandirilarak, ¢ikis suyu ise yarim saat santiflj edildikten sonra sulandirilmadan
kullanilmigtir Alinan 20 mililitrelik su 6rnegi 500 milimetrelik rodajli balona
konmustur.

Kaynamanin daha iyi olmasi igin balon igine kaynama tas: veya iki ucu agik
cam parcalar atilmistir. Ornegin tizerine 0,4 gram HgSO, konulmus ve 0.25 N’lik
K2Cr,07 cozeltisinden 10 ml ilave edilmistir.

Karigima litresinde 10 gram AgSO, bulunan H,SO, ¢ozeltisinden 40 mL yavas

yavas balona karistirilarak ilave edilmistir. Balon mantolu 1siticiya yerlestirilerek
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geri sogutucu sistem takilmustir. Ornek kaynamaya basladiktan sonra 10 dakika
sireyle kaynatma islemi gerceklestirilmistir.

Bu slirenin sonunda geri sogutucunun agzindan balona 100 mL saf su ilave
edilmistir. Balon geri sogutucudan cikarilir ve agzina su kagirmadan ¢esme suyuyla
iyice sogutulur. Balon geri sogutucudan cikartilir ve agzina su kagirmadan cesme
suyuyla sogutulur. Balon icine manyetik karistirici balik atilir ve o karisirken kér igin
ne kadar ferroin indikatérii damlatiimigssa o kadar ferroin indikatori drnek igine
damlatilir. 0.1 N’ lik amonyum demir (I1)sllfat ile titrasyon islemine baslanir.
Titrasyon sirasinda sirasi ile sari, yesil, yesil-mavi, cam gobegi mavisi ve kirmizi
renk degisimi gozlenmektedir.(H6ll, 1979)

KOI Testinin Hesaplanmasi

(A-B)0.1*400*h =mg KOI/It

A=Kor i¢in kullarmlan amonyum demir (11) silfat
B= Ornek icin kullanilan amonyum demir (I1) silfat
0.1= Amonyum demir (I1) stlfatin normalitesi

400= Sabit say1

h=sulandirma katsayisi

3.2.4.2 Nitrat Teti

10 mL su drnegine 30-50 mg amidostilfonikasit katarak calkalanir. pH: 2-3
arasinda olmalidir. Daha yiksekse stlfurik asitle pH’ 1 disurtlir. Cozelti hemen
alevde kaynatip sogumaya birakilir. icerisinde 150 mg\L daha yiiksek nitrat bulunan
ornekleri sulandirilir. Sivi bulaniksa filtre edilir. Deney siseleri su 6rnegiyle birkag
defa durulanir. Siseler siyah plastik cerceveye yerlestirilir. Okun gosterdigi tarafa kor
konulur. Kor igin hazirlacigimiz siseye ornekten 5 mL koyulur. Test sisesine de
hazirladigimiz 6rnekten 5 mL koyulur. Sonra test sisesine ayiracin kapagina takil
mikro kasikla bir silme kasik ayirag test sisesine katilir, Sise kapatilir ve 1dk sireyle
calkalanir, 5 dk dinlendirilir, her iki sisenin kapaklar1 acilir. Kor ve test renk
gorintdleri aym oluncaya kadar ok yontnde tablo Uzerinde kaydirma yapilir.
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3.2.4.3.Denitrifikasyon Y etenegini Belirleme M etodu

1. Laboratuar Olgekli kurulan atik su aritma tesisinden izole edilen bakteriler
denitrifikasyon yapan bakterilerin gelistigi selektif besiyeri olan DM besiyerine ekim
yapilmistir.

2. Bu besiyerinden izole edilen bakterilerin  denitrifikasyon yeteneginin
arastirilmas: igin Giltay and nitrat (GN) mediuma ekim yapilmistir Denitrifikasyon
yapan bakteriler bu besiyerinde bulunan nitrati pargaladiginda ortamin pH’ 1
yukseleceginden besiyerinde bulunan brom timol mavisi yesilden maviye donmesi ve
durham tUplerinin icinde kabarcik olusmasi pozitif olarak degerlendirilmistir

3. Daha sonra denitrifikasyon yetenegi oldugu distinilen bu bakteriler Nitrat
Nitruent (NN) besiyerine ekim yapilmistir Bu besiyeri bakterilerin denitrifikasyon
sonucu olusturdugu azot gazini belirlemek icin kullamlmistir. Durham ttpt bulunan
tipler icinde bulunan besiyerine ekilen bu bakterilerden durham tlpinde gaz
olusturanlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

4. NN besiyerindeki nitrat miktar: nitrat testi ile belirlenmistir.

3.2.4.4 Biyokimyasal Testler

3.2.4.4.(1) K atalaz testi

Bu test bazi mikroorganizmalarca sentezlenen katalaz enzimi saptamak
amaciyla yapilir. Katalaz enzimi hidrojen peroksid’ in (H.0.), su (H20) ve oksijene
(Oy) parcalanmasindan sorumlu enzimdir. Test, kati besiyeri ortaminda buydtulmis
24 saatlik kultdrlerin Gzerine % 3lik hidrojen peroksid damlatilir . kaparcik olusturan
bakteriler pozitif, kabarcik olusturmayanlar ise negatif olarak degerlendirilir
(MacFaddin,2000).
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3.2.4.4.(2).0ksdaz Testi

Bu test mikroorganizmalarca sentezlenen oksidaz enzimini saptamak amaciyla
kullanilir. Gram(-) aerobik ve fakiltatif anarebik bakterilerin ayirt edilmesinde
kullanilan 6nemli bir testir. Test, dnce tetrametil diamin dihidroksiklorid ¢ozeltisi 2-3
damla filtre kagidina emdirilir, kat1 besiyeri ortaminda buyUtilmis 24 saatlik
kirturlerden 6zeyle bir miktar alimp filtre kagidi Gzerine yayilir. Koyu mor bir renk
olusuyosa pozitif sonug olarak degerlendirilir. Yani organizma bu enzimi Uretiyor
demektir (MacFaddin,2000).

3.2.4.4.(3).Jelatin Hidrolizi Testi

Bu test mikroorganizmalarin, jelatini hidrolize eden jelatinaz enzim sentez
yetenegini 6lgmede kullamlir. Test, jelatinli besiyeri yiksek tabakali jeloz seklinde
tuplere hazirlanir, bakterilerin 24 saatlik kilturlerinden igne 6zeyle dik olarak ekim
yapilir. Tipler 37 °C de 15 giin kadar inkiibe edilir. Bu sire sonunda kontrollerle
birlikte buz dolabina kaldirilir. Jelatinin  hidrolize edildigi  durumlarda,
buzdolabindan cikarilinca, jelatinli ortamin sivi halinde ve katilasmachg: gorulir. Bu
pozitif sonug olarak degerlendirilir. Negatif durumlarda tlpteki sivi jelatinli besi yeri
katilasir (Cetin,1978).

3.2.4.4.(4) Nisasta Hidroliz Testi

Bu test bir polisakkarit olan nisastamin bazi mikroorganizmalarca sentezlenen
estraselllUler enzim olan amilaz enzimi tarafindan hidrolizasyonunu ortaya koymak
amaciyla yapilir. Test, nisastal1 agar (izerine Gizgi seklinde ekim yapilir. 30°C de 24
saat Uretilen bakteri kiiltiirlerinden cizgi ekim yapilir. 30°C de 24 saat inkiibe edilir.
Inklibasyon sliresi sonrasi agarlarin Uzeri lugol solusyonuyla kaplanir. 5 dakika sonra
sonuglar degerlendirilir Kolonilerin etrafinda berrak veya renksiz bir bdlge meydana
gelmesi pozitif sonug olarak, koloniler etrafinda mavi bolge ise negatif olarak
degerlendirilir (MacFaddin,2000).
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3.2.4.4.(5).Indol Testi

Bu test mikroorganizmalarin bir amino asit olan triptofan ayristirarak indol
meydana getirme yetenegini belirlemek amaciyla yapilir. Icinde triptofan bulunan
sivi besiyeri 5 mL seklinde tiplere hazirlanir. 30°C de 48 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonrasi tlplerin Uzerine kovaks ayracindan 0,5 mL ilave edilip iyice
karistirilir. TUplerin Gst kisminda bir iki dakika iginde kirmizi bir halkamn olusmast
pozitif olarak degerlendirilir. (MacFaddin,2000).

3.2.4.4.(6).Arjinin Hidroliz Testi

Bu test mikroorganizmalarin arjinaz enzimiyle temel amino asitlerden arjinini
hidrolize ederek amonyak olusturmasini belirlemek amaciyla yapilir. Arjinin besiyeri
5 mL seklinde tUplere hazirlanir. Bakterilerin 24 saatlik kilttrlerinden batirma ekim
yapildi. 30 °C 4 giin inkuibe edilir. Inkiibasyon sonucu besiyerindeki fenol kirmizist
indikatord  kirmiziya  donmisse  sonug  pozitif  olarak  degerlendirilir.
(MacFaddin,2000).

3.2.4.4.(7).H,S Tedti

Bu test mikroorganizmalarin kokurt (stlfar) bulunan organik maddeleri
parcalayarak veya bazi inorganik maddeleri (sllfatlar) rediikte ederek hidrojen slfit
olustururlar. Hidrojen silfit olusumunu gozlemek amaciyla SIM  besiyerine
bakterilerin 24 saatlik kilturlerinden batirma ekim seklinde ekim yapilir. SIM
besiyerinde ekim hatti1 boyunca siyah ¢izginin meydana gelmesi pozitif sonug olarak
degerlendirilir (MacFaddin,2000).
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3.2.4.4.(8). Metil Kirmiais Testi

Bu tedt, bakterilerin glikozu fermente ederek organik asit olustirma yetenegini
saptamak amaciyla kullamlmstir. Tlpte hazirlanms  Clark-Lups besiyerine
bakterilerin saf kiiltirlerinden alinan érnek ézeyle ekilir ve bes giin boyunca 30 °C de
5 gin boyunca inkibe edilir. 5 gin sonra dOrneklerin Uzerine metil kirmizisi
soluyonundan 4-5 damla damlatilir. Metil kirmizisi soliisyonu damlatildiktan sonra
Uste kirmizi halka meydana gelmesi pozitif, sar1 halka meydana getirilmesi negatif
olarak degerlendirilir (MacFaddin,2000).

3.2.4.4.(9).Hareket testi

Bu test bakterilerin besiyerindeki hareketliliklerini saptamak amaciyla,
yumusak tabakali jeloz (%0.5 agar ihtiva eden) kullamlmstir. Bakterilerin saf
kiltdrlerinden alinan 6rnek, igne 6zeyle batirma kulttr seklinde ekilmis, 24 saat
inkibe edilir Ekim c¢izgisi boyunca Uremenin gorilmesi hareketsizligi, ekim
cizgisinden besiyerinin icine dogru yayilan Ureme davransi, bakterinin hareketli
oldugunun kanitidir (Cetin, 1978).
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4BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Bulgular

Bu c¢alismada denitrifikasyon yapan bakterileri izole etmek icgin laboratuvar
Olgekli atik su aritma tesisi kurulmus, belirli kirlilik yuki iceren yapay atik su
verilerek biyofilm olusumu saglanmistir. Bu biyofilm 6rneklerinden izole edilen
bakterilerden denitrifikasyon yetenegine sahip olanlarin  belirlenmesi  igin
denitrifikasyon testi sonuglar1 degerlendirilmistir ve denitrifikasyon yetenegine sahip
olan bu bakterilerin denitrifikasyon basarilar1 degerlendirilmek icin, nitrat giderimi
ve KOI degerleri gbz 6ntine alinmustir.

4.1.1.Bakterilerin Denitrifikasyon Y eteneginin Belirlenmes

Laboratuvar olgekli atik su artma tesisinden izole edilen bakterilerin
denitrifikasyon yeteneginin arastiriimasinda GN “Giltay and Nitrat medium” besiyeri
kullanilmustir. Denitrifikasyon yapan bakteriler bu besiyerinde bulunan nitrat
parcalachginda NOs, N, gazina doniistiigii icin ortamdan H* uzaklasir ve pH yiikselir.
Ortamin pH’ 1 yikseldiginden besiyerinde bulunan bromtimol mavisi yesilden
maviye doner. GN besiyerinde inkiibasyonu takiben gozlenen renk degisimlerine ait
bakteri sujlar1 Cizelge 4.1 de ve aym stoklarda meydana gelen renk degisimlerine ait
gorintd sekil 4.1 de belirtilmistir. GN besiyerini yesilden maviye donlstiren suslar
gaz olusumunun gozlenmesi icin NN “Nitrat Nutrient Medium” besiyerine ekildi.
Cizelge 4.2 de ve ayni suslarda meydana gelen gaz olusumlarina ait goruntt sekil 4.2
de belirtilmistir. Daha sonra gaz olusan tuplerdeki besiyerinde kalan nitrat miktarimin

Olcim sonuclar ise gizelge 4.3 de belirtilmistir.
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Cizelge 4.1. GN besiyerinde renk degisimi gosteren bakteri suslari.

Tarih GN Besiyerine Ekilen Inkiibasyon | Tiplerde Renk Degisimi
ari
Suslar Siresi GoOzlenen Suglar
Sus Su
3 Gun ’
03.04.06 | 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13 2,4,5,6,8,13
Sus
Sus
14,15,16,17,18,18,20,21,22 3gun
10.04.06 19,20,21,22,24,25,26,27,31
23,24,25,26,28,30,31,32
Sus
Sus
33,34,35,36,37,38,39,40 3gun
33,34,35,37,39,41,43,44
16.04.06 41,42,43,44,45
Sus Sus
24.04.06 3gun
46,47,48,49,50 46,47,48,49

Sekil 4.1.Bakteri suslarina ait renk degisimleri
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Cizelge 4.2. NN besiyerinde gaz olusumu gozlenen bakteri suslari.

Tarih NN Besiyerine Ekilen Inkiibasyon | Tiplerde Gaz Olusturan
ari
Suslar Siresi Suslar
Su Su
; 3 Gun ;
04.05.06 2,4,5,6,8,13,17 2,4,5,6,8,13
Sus Sus
14.05.06 3gun
19,20,21,22,24,25,26,27,31 19,20,21,22,24,25,26,27,31
Sus
Sus
33,34,35,37,39,41,43,44 3gun
20.05.06 33,34,35,37,44'te
50,51,54,55
Sus
25.05.06 3gun _
50,51,54,55

Sekil 4.2 Bakteri suslarina ait gaz olusumlari
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Cizelge 4.3. NN besiyerindeki denitrifikasyondan sonra kalan nitrat diizeyleri

Miktari(mg/L) | NOs Miktan(mg/L) |\ )
2 60 25 45
7 60 10 50
53 60 25 45
6 60 25 45
3 60 10 50
si3 60 10 50
Sio 60 10 50
=1 60 25 45
2 60 25 45
4 60 25 45
5 60 25 45
6 60 25 45
=7 60 25 45
31 60 10 50
s 60 25 45
S 60 25 45
S35 60 25 45
37 60 25 45
St 60 25 45

4.1.2.Denitrifikasyon Yapan Bakterilerin Yapay Atik Sudan Nitrat
Giderimi Uzerine Etkinliklerine Ait Bulgular

Denitrifkasyon yetenegi tespit edilen bakteri suslarinin siselerde hazirlanan
nitrat igerikli atik suya ekimi yapilmistir.15 ginltk inkibasyon sonucu NOs-N
giderimine ait bulgular cizelge 4.4, sekil 4.1 ve sekil 4.2 de gosterilmistir.



4.BULGULAR VE TARTISMA Fatma Esen SARIGULLU

Baslangigda atik suyun nitrat igerigi 625 mg iken, saf bakteri kilturleriyle 15
gunlik inktbasyon sonucunda NOs-N gideriminin ortalama 26.3 mg, yani % NOs-
N giderim diizeyinin  %95.7 oldugu gorulmastur.

Cizelge 4.4. Denitrifikasyon yapan bakterilerin yapay atik sudan NOs-N giderim

diuzeyleri
Swlar | ﬁtclat _ NOsN NOs. N %
Miktari(mg/L) Giderimi(mg/L) Giderimi
S2 625 25 %
SA 625 10 98,4
S5 625 25 %
S6 625 25 %
S8 625 10 98,4
S13 625 10 98.4
S19 625 10 98,4
S21 625 25 %
S22 625 25 %
S24 625 50 5%
S25 625 25 %
S26 625 25 %
S27 625 25 %
S31 625 10 98,4
S33 625 25 %
S34 625 25 %
S35 625 50 o
S37 625 25 %
SA4 625 75 88
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~100 -

—e— Nitrat Azotu
Giderimi (%)

90 -

Nitrat Azotu Giderim Degerleri (%

88 T T T T T T T T T 1
S2 S4 S5 S6 S8 S13 S19 S21 S22 S24

Suslar

Sekil 4.3. S2, $4, S5, S6, S8, S13, S19, S21, S22, S24 suslarimin yapay atik sudan
NOs-N giderim diizeyleri

100 -
98 _ 9814
96 - 96 96 96

94 -

Nitrat Azotu Giderim Degerleri (%)

92

90 -

88

86

84 -

92

88

—e— Nitrat Azotu
Giderimi (%)

82 T T T T T T T T T 1
S25 S26 S27 S31 S33 S34 S35 S37 S37 S44

Suslar

Sekil 4.4. S25, S26, S27, S31, S33, S34, S35, S37, $44 suslarimin yapay atik sudan
NO3-N giderim duzeyleri
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4.1.3.Denitrifikasyon Yapan Bakterilerin Atik Sudan KOI Giderimine Ait
Bulgular

Denitrifikasyon yetenegi belirlenen bakterilerin siselerde hazirlanan nitrat
icerikli yapay atik suyunun giris ve ¢ikis sularindan elde edilen KOI degerleri ve
kirliligin yizde olarak giderim duzeyini ait veriler gizelge 4.5 de sayisal olarak
gosterilmistir.

Ham atik suyun KOI degeri 548 mg O./L iken, saf bakteri kiltUrleriyle 15
gunltk inkibasyon sonucunda ortalama KOI degerinin 144,8 mg O./L’ ye dustigu
ve ortalamakirlilik eliminasyonun %73,8 diizeyine ulastigi gorilmustir.

13, 19, 25, 26, 31 suslarla ulagilan ortalama kirlilik eliminasyon diizeyi %82,1
olup, bu bakterilerin metabolik aktivitelerinin atik sudaki organik bilesiklerin yok
edilmesinde ¢ok basaril1 oldugu gorilmustr.
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Cizelged5 Test ettigimiz suslarin  yapay
eliminasyonunda sagladiklar: aritma diizeyi.

atik sudaki organik Kirliligin

Suslar Giris KOI(mg Cikis KOI(mg Kirlilik
O,/L) O,/L) Eliminasyonu %
) 548 120 78,2
4 548 160 70,8
S5 548 180 67,2
S6 548 136 75,2
S8 548 120 78,2
S13 548 88 84
S19 548 100 81.8
s21 548 164 70
S22 548 160 70,8
S24 548 176 67,9
S25 548 100 81,8
S26 548 104 81,1
S27 548 164 70
31 548 100 81,8
S33 548 136 75,2
S34 548 176 67,9
S35 548 200 63,9
S37 548 172 68,7
44 548 196 69,2
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100 -
90
80 - 81,8
701 Q8 67,2 8 67,9

60 -

50

40 -

30 ~

KOI Giderim Degerleri (%)

20 4 —e— suslara ait KOI

10 - giderim degerleri (%)

0 T T T T T T T T T 1
S2 S4 S5 S6 S8 S13 S19 S21 S22 S24

Susglar

Sekil 4.5. S2, $4, S5, S6, S8, S13, S19, S21, S22, S24 suslarinin yapay atik sudan
KOI giderim duzeyleri

100
90 +
80 - S 81,1 1,8
70 - 70 9 7o 69,2
60 - 3,9
50 +
40
30 +

20 - —e— suglara ait KOI
giderim degerleri (%)

KOI Giderim Degerleri (%)

10 A
0 T T T T T T T T 1
S25 S26 S27 S31 S33 S34 S35 S37 S44

Suslar

Sekil 4.6. S25, S26, S27, S31, S33, S34, S35, S37, $44 suslarimin yapay atik sudan
KOI giderim duizeyleri
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4.1.4.Sabit Yatakh Reaktorde Nitrat Giderimine Ait Bulgular

Calismamizin ikinci asamasinda hazirlanan yaklasik 500 mL hacimli sabit
yatakli reaktériimiizde 6nce higbir asilama yapmaksizin, 2 gtinde bir 100 mL yapay
atik su beslemesi yapilmis ve 2 hafta sonunda, besleme suyumuzun igindeki dogal
floranin dolgu materyalinin tzerine yerlesmesi saglanmis ve bunlarin sagladigi temel
denitrifikasyon etkinliginin dizeyi saptanmustir. Daha sonra elimizdeki saf bakteri
kiltdrleri ile dolgu materyalinin Uzerindeki standart floraya ek olarak yapilan
asilamalarin toplam denitrifikasyon diizeyi Uzerine etkisi ayri ayri her bir sus igin test
edilmistir. Bu testlere ait bulgular gizelge 4.6 da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Bakteri suslarinin toplam denitrifikasyon etkinligine yaprmis olduklart
nitrat giderim katkilari.

S | e | Sumnienaans
(%) Olarak

Flora 3750 150 -
Flora+S2 3750 75 50
Flora+S4 3750 75 50
Flora+S5 3750 50 66
Flora+S6 3750 75 50
Flora+S8 3750 75 50
Flora+S13 3750 50 66
Flora+S19 3750 75 50
Flora+S21 3750 50 66
Flora+S22 3750 75 50
Flora+S24 3750 75 50
Flora+S25 3750 50 66
Flora+S26 3750 50 66
Flora+S27 3750 50 66
Flora+S31 3750 50 66
Flora+S33 3750 75 50
Flora+S34 3750 75 50
Flora+S35 3750 75 50
Flora+S37 3750 75 50
Flora+S44 3750 100 33
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4.1.5.Bakteri identifikasyonu

Denitrifikasyon yetenegi tespit edilen suslarin idendifikasyonu Cukurova
Universitesi Tip Fakiltesi Balcali Hastaness Merkez Laboratuarinda VITEK
2(biomeriux, Fransa) otometize sistemi ile yapilmistir. Sonuclar gizelge 4.7 de
belirtilmistir.

Cizelge 4.7. VITEK 2 otomatize sistemiyle tammlanan suslar.

SUSLAR TUR ADI

S2 Klebsiella pneumoniae
A Klebsiella pneumoniae
S5 Klebsiella pneumoniae
S6 Klebsiella oxytoca

S8 Enterobacter cloacae
S13 Enterobacter cloacae
S19 Klebsiella oxytoca

S21 Comamonas testosteroni
S22 Klebsiella oxytoca

S24 Klebsiella oxytoca

S25 Enterobacter cloacae
S26 Enterobacter cloacae
S27 Enterobacter cloacae
S31 Enterobacter cloacae
S33 Enterobacter cloacae
S34 Klebsiella oxytoca

S35 Citrobacter freundii
S37 Enterobacter cloacae
44 Alcaligenes faecalis
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Laboratuvarimizda yaptigimiz ¢alismalarla da nitrati1 azot gazina indirgedigi
tespit edilen 19 susun gram boyama sonucu gram(-) olduklar: tespit edildikten sonra,
susun Endo-C besiyerinde gram 0Ozellikleri tekrar onaylandi ve hepsinin  Endo-C
besiyerinde Uredigi gbzlendi. Isik mikroskobunda izolatlardan S6, S19, S21 nin uzun
comaklar, digerlerinin ($4, S5, S8, S13, S22, S24, S25, S26, S28, S31, S33, S34,
S35, S37, H44) ise kisa comak seklinde oldugu (cocobasil) gozlenmistir. Ayrica
hareket testleri sonucunda S2, $4, S5, S6, S22,S24, S34 disindaki diger suslarin
hareketli oldugu gozlenmistir.

Bakterilerinin identifikasyonu igin ayrica ¢esitli  biyokimyasal testler
yapilmistir Bunlar oksidaz, katalaz, hidrojen sulfir (H2S) olusumu, jelatinin
hidrolizi, metil kirrzisi, arjinin hidrolizi, indol olusturma, nisasta hidrolizi ve
Urenin hidroliz testleridir. Test edilen 19 izolatin tUmunun katalaz pozitif oldugu
saptanmistir. Oksidaz testlerinde ise sadece stok 21 ‘in pozitif oldugu gozlenmistir.
Bu testlerin sonuclar1 cizelge 4.8 ve cizelge 4.9 da gogerilmistir Bu testlerin
sonuclart Bergey's Manual of Determinative kitabina gore degerlendirilmistir.
Sonuclar VITEK 2 otomatize sistemiyle bulunan sonuglar: desteklemektedir.
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Cizelge 4.8. S2,34,55,56,58,513,519,S21,S22 suslarina ait identifikasyon test
sonuglari

Bakteri
identifikasyon 2| S4[S5|S6|S8|S13|S19| S21 | S22

testleri

Gram boyama

Endo-C Ureme

Oksidaz +

Katalaz + [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+

Hareket testi + |+ +

H,S Tedti

Metil Kirmizist

Jelatin Hidrolizi
Testi i i i e e e - — —

Arjinin Hidroliz + |+
Testi

Indol Testi + + +

Nisasta
Hidroliz Testi

Uretesti + +
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Cizelge 4.9. S24,S25,526,527,S31,S33,S35,S37,344 suslarina ait identifikasyon test
sonuglari

_Baktc_ar_i S24 | S25 | S26 | S27 | S31 | S33 | S34 | S35 | S37 | S44
identifikasyon
testleri

Gram boyama

Endo-C Ureme

Oksidaz

Katalaz + + + + + + + + + +

Hareket testi + + + + + + + +

H,S Teti +

Metil
Kirmizisi

Jelatin
Hidrolizi Testi | — - — — — — - - _ _

Arjinin + + + + + + +
Hidroliz Testi

Indol Testi + +

Nisasta
Hidroliz Testi |— |— — — — — — — — —

Ure teti
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4.2 Tartisma

Calismamizda kullandigimiz aritma tesisleri her ne kadar laboratuvar olgekli
olsalar da, gerek kullandigimiz yapay atik suyun bilesimi ve gerekse modern
tesislerin isletim sekillerinin teknik uygulamalarda kullanilan biyuk boyutlu
biyolojik aritma tesislerine benzer sekilde hazirlanmis olmasi evsel atik suyla
beslenen blyik Olgekli aritma tesislerinde gelisen denitrifikant floranin oldukca
benzeri bicimde gelismesi dustnulerek baslatilan calismamizda gercektende gram (-)
agirlikl etkin bir bakteri florasinin kalici olarak gelistigi agikga gorilmektedir.

Aritma teknolojilerinde, atik sulardan azot eliminasyonunun zorunlu bir hedef
haline getirilmesi 1990 yilindan itibaren uygulamaya konmus yonetmenliklerle
diizenlenmistir. Gelismis Ulkelerde azot eliminasyonunun yan: sira aritma tesisindeki
biyokdtlenin biyolojik ve fizikokimyasal sagliginin ve dizeninin korunmasinda
olanak saglayan ileri biyoteknolojik uygulamalar gunluk rutin teknolojik
uygulamalar haline geldigi halde, Ulkemizde hangi diizeyde olursa olsun biyolojik
atik su aritimi denildiginde sadece karbon giderimi ile simirli bir biyoteknolojik
uygulamanin anlasilir olmasindan kayg: duymaktayiz.

Yaptigimiz calismada Avrupa iklim kosullarindan daha uygun iklim
kosullarina sahip olan bircok bolgemizde, kolayca ulasilabilen nitrifikasyon
duzeyinin hemen ardindan denitrifikasyon saglanmasinin ¢ok ucuza ulagsilabilecek
biyoteknolojik bir hedef oldugunu gostermis bulunmaktayiz. Buna ek olarak basit
mikrobiyolojik testlerle izole edilerek identifize edilebilecek denitrifikant bakteri
gruplarinin, tesis disinda saf kiltir halinde Uretildikten sonra zaman zaman aritma
tesisinin denitrifikasyon tnitelerine verilmesi ile denitrifikasyon basarisimin énemli
duzeyde artirilabilecegi ortaya gikartilmistir.

Pai ve ark., (1998) da piring tarlasindan izole ettikleri ve DCB-T6 ve DCB-T23
ve DCB-T25 olarak isimlendirdigi suslari kesikli reaktér seklinde kurulan atik su
aritma tesisine tek tek vererek bunlarin aerobik ve anaerobik kosullar altinda
denitrifikasyon yapma yeteneklerini belirlemistir.Bu bakterilerin denitrifikasyon
yetenekleri KOI, NOs-N VE NOx-N, toplam Kjeldahl azot testleri yapilarak
belirlenmistir. T6 susu tesise verildikten sonra nitrat azotu miktarinda 7.5 mg azalma,
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T23 verildikten sonra nitrat azotu miktarinda 62.5 mg azalma, T25 verildiginde ise
22.5 mg azalma gozlenmistir. Bu calismayla da denitrifikasyon yapan bakterilerin
aritmatesislerine verilmesiyle aritma basarisimin yukseltilebilecegi gosterilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada da denitrifikasyon yetenegini saptadigimiz bakteriler;
sabit yatakli reaktorde belirli denitrifikant floramn gelisimi saglandiktan sonra saf
bakteri kultUrleri tek tek tesise verilmistir. S2,54,S6,S19,S22,S24,233,534,S35,S37
suslar1 yapay atik sudan 75 mg/L NO3-N giderdigi S5,513,521,525,5S26,527,S31
suslarimin ise 100mg/L atik sudaki nitrat azotu giderdigi bulundu. Bu sonuclarin da
gogerdigi gibi denitrifikant bakterilerin denitrifikasyon Unitelerine verilmesi
denitrifikasyon basarisim arttirmaktadr.

Laboratuvarimiz olanaklarinin sinirli olmasina ragmen model aritma tesisi
florasindan izole ettigimiz ve ilk teshisini laboratuvarimizda yaptigimiz bakterilerin,
en son literatdr bilgileri hari¢ denitrifikasyon yeteneklerinin bulunduguna dair pek
veri bulunmayan gruplara ait oldugu gorilmektedir. Enterobacteriaceae agirlikli
floraya ait olduklar1 agikca belli olan izolatlarimizin, normal evsel atik su aritma
uygulamalar: yapilan biyolojik aritma tesislerinde de yaygin sekilde bulunacaklari
sUphesizdir.

Izole ettigimiz ve denitrifikasyon basarilarim saptachgimiz  bakterilerin
denitrifikasyon yetenekleri ile ilgili destekleyici bulgular Hoseborg adli bir
arastirmaci tarafindan yapilan bir calismada gosterilmistir. Bu calismada atik su
tesisine gelen biyolojik aritilmig suda bulunan denitrifikasyon etkinligine sahip
bakterilerin karsilikli yizey sularinda meydana getirebilecekleri etki arastirildigi
calismada 1999-2001 yillar1 iginde aritilmis sularla yiizey sularinda ve Lahn nehrinin
sedimentlerinde bakteri taramasi yapilmistir. Bu sularin elektrik iletkenligi 45 cm
derinlige kadar aym davranisi gosterdiginden incelen bolgeye yer alti suyu karisimi
olmadig1 distntlmektedir. Arastirmamin yapildigi ve Orneklerin alindigi bdlgede
kaltarh yapilabilir ve denitrifikasyon yapan bakteriler elde edilmistir. Gece guindiiz
oksijen konsantrasyonu farklarindan ve nehrin belirli bolgelerinde anoksik bolgelerin
ortaya cikmasindan dolay: denitrifikasyonun tesvik edildigi bulunmustur. izole
edilen denitrifikant bakterilerin ARDRA-Metoduyla filogenetik gruplara ayrilmstir.
Bu analiz sonucunda Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Aeromonas, Shewanella,
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Senotrophomonas ve Klebsiella cinglerine girdikleri  tespit  edilmistir
(Hoseborg,2005).

Bu calismayla, tlkemizde atik su aritma biyoteknolojileri ile ugrasan Kisilere,
biyolojik olaylarin daha iyi kullanilabilir oldugunu ve pratik bir katki saglamanin
yamsira bu alanda saf kultir destegi seklindeki uygulamalarin da yapilabilirligini

gogterilmis bulunmaktayiz.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Siselerde hazirlanan NOs-N igerikli ve her bir susun denitrifikasyon yetenegi
ayr1 ayr1 test edildigi arastirma bélimiinde ortalama NOs-N eliminasyonu diizeyinin
%95.7 oldugu gozlenmistir. Sentetik atik suyun KOI degeri 548 mg O,/L iken 15
gunlik saf bakteri kilturleriyle yapilan inktibasyon sonucunda KOI degerinin 144.8
mg O,/L’ ye distigl ve ortalama kirlilik eliminasyonun %73.8 oldugu goralmistar
Bu sonuclardan da anlasildig: gibi bakterilerimiz yiksek denitrifikasyon yetenegine
sahiptir.

Sabit yatakli reaktorde gelisen denitrifikant floranin tek basina sagladig: nitrat
azotu giderimi 3600 mg/L iken denitrifikasyon yetenegi onaylanmis bakterilerimizin
tesse verilmesiyle NOs-N eliminasyon dizeyinin 3682 mg/L’'ye ulastigi
gbzlenmistir.  Kantitatif dizeyde karsilastirdigimizda izole ettigimiz ve
denitrifikasyon etkinliklerinin bulundugunu saptachigimiz bakterilerin tesisin nitrat
eliminasyonuna basarisina sadece 82 mg/L lik bir katki sagladig: seklinde bir gorunt
ortaya ¢cikmaktadir. Ancak bu ¢aligmamn asil amacim olusturan ve cevre kirliliginin
Onlenmesi yonunde faydali katkilar saglayacak olan isolatlarin tesisin ¢ikis suyu
nitrat suyu diizeyi Uzerine yaptiklar: etkinin incelenmesi gerekir.

Sabit yatakl: reaktoriin dogal florasi, tesisin ¢ikis suyunda 150 mg/L diizeyinde
nitrat azotu bulunurken isolatlarin tesise katilmasindan sonraki ¢ikis suyunda nitrat
azotu dizeyi 50 mg/ L ye kadar dusmsttr. Bu demektir ki dogal floramn basardig:
cikis suyu nitrat dizeyi ile karsilastirildiginda isolatlarin katkisiyla elde edilen cikis
suyu nitrat dizeyi arasindaki farkin %132 ‘ye varan bir basar1 artis1 seklinde
karsimiza giktigi sdylenebilir.

Tesisin ¢ikis suyu NOs-N eliminasyonu artiran bu suslarin Alcaligenes faecalis,
Citrobacter freundii, Comamonas testosteroni, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca turlerine ait oldugu VITEK 2 otomatize sistemiyle
gogerilmistir. Elde edilen sonuclara gbre bu tirlerin denitrifikasyon yetenekleri
oldukca yutiksek oldugu sdylenebilir.

Denitrifikasyon etkinlikleri tespit edilen bu suslardan Klebsiella pneumoniae
haricinde insan saglig1 igin tehdit olusturmayan Enterobacteriaceae grubu bu turler

59



5.SONUCLAR VE ONERILER Fatma Esen SARIGULLU

denitrifikasyon yapmasi istenilen biyolojik aritma tesisinde dogal olarak gelismis
floraya tek baslarina oldugu kadar birliktede asilanabilirler ve belki biyolojik
cesitliligin daima pozitif katkida bulundugu noktasindan hareket ederek daha basaril
denitrifikayon sonuglar: alinabilecektir.
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