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OZET

iklim degisimine neden olan énemli faktérlerden biri insan faaliyetleri sonucu
atmosfere salinan sera gazlaridir. Son yillarda dinyada ve Tirkiye’deki sera gazi
emisyonlarinin izlenmesi ve azaltilmasi hususunda g¢alismalar artmistir. Baslica sera
gazlarindan olan N;O gazi, CO;'den ¢ok daha uzun émirll olup 1sinma potansiyeli
CO2'nin 310 katidir. Adipik ve nitrik asit Gretimi sirasinda olustugu gibi atik su aritma
tesisleri gibi denitrifikasyonun gerceklestigi sireclerden sera gazi N>O salinimi
olabilmektedir. Denitrifikasyon sirasinda ortam parametrelerine gore, (karbon ve
azot kaynagi, besi icerigi ile Oz konsantrasyonu gibi) kismi denitrifikasyon meydana
gelmesiyle denitrifikasyonun son Urlini azot gazi yerine N;O saliniminda artis ve
denitrifikasyon yapan bakterilerin gesitliliginde degisimler oldugu bilinmektedir. Bu
tezin amaci denitrifikasyon sirasinda salinan bir sera gazi olan N;O gazinin Gretimini
zenginlestiren kismi denitrifikasyon sartlarini ve bu sartlardaki bakteri profilini
belirlemektir. Boylece azot kaynagi olarak nitrik oksit gazinin veya nitrat/nitrit gibi
gazlarin denitrifikasyon ile indirgenme proseslerinde Uretiminin artirilmasi ve enerji
Uretimi amaciyla kullanilmasina yonelik verimli sirecler tasarlanmasi mimkin
olabilecektir. Tez kapsaminda wuzun sire nitritle sentetik olarak beslenen
biyoreaktérden asilanan 100 ml’lik kesikli reaktérde dusuk ve yiiksek azot/karbon
orani ile farkli fosfat miktarlarinda denitrifikasyon siireci izlenmistir. Ortama salinan
N2O ve N gazlari GC/TCD ile olg¢ulmustir. Farkh kosullarda beslenen kesikli
reaktorlerden alinan denitrifikasyon bakterileri izole edilerek tanimlanmistir. Yapilan
kesikli biyoreaktor deneylerinde yiiksek fosfat (100 mg/l) konsantrasyonu ile disiik
C: N orani N0 uretimini artirmistir. Nitratla ve nitritle beslenen her iki C: N oraninda
Pseudomonas aeruginosa bakterisi teshis edilen tek baskin tir olmustur. Bu
sonuclar temelinde sirekli biyoreaktorde daha uzun sireli besleme ve farkh
kaynaklardan asilama ile kismi denitrifikasyon sartlari optimize edilip daha genis bir

bakteri cesitliligi belirlenebilir.

Anahtar Kelimeler: Denitrifikasyon, Nitroz oksit, kismi denitrifkasyon, kesikli

biyoreaktor, sera gazi, denitrifkasyon bakterileri



SUMMARY

One of the important factors that cause climate change is the greenhouse
gases released into the atmosphere as a result of human activities. In recent years,
efforts have been made to monitor and reduce greenhouse gas emissions in the
world and in Turkey. N,O gas, which is one of the main greenhouse gases, has a life
time much more than CO; and also its warming potential is up to 310 times of CO,.
Adipic and nitric acid production as well as denitrification processes taking place in
the wastewater treatment plants are among the main ainthropogenic N,O sources.
It is known that during the denitrification, epending on the environmental
conditionss partial denitifcation can occur and cause changes in N2O emission
instead of the end product of denitrification (N2 gas) and in the diversity of
denitrifying bacteria. The aim of this thesis to specify the conditions of partial
denitrification enriching the production of N;O gasduring the intended
denitrification and the profile of the bacteria in these conditions. Thus, it would be
possible to design efficient processes for increasing N2O formation and subsequent
use for energy production by using nitric oxide gas or nitrate/nitrite as a nitrogen
source in the denitrification involving systems. In the thesis, denitrification process
at low and high C:N ratio with different phosphate concentrations was observed in
a 100 ml cut-off reactor, which was inoculated from synthetically fed by nitrite for a
long time for produced N>O and N gas concentrations from the reactor was
determined by GC/TCD. Denitrification bacteria profile from cut-off reactors fed on
different conditions have been identified by isolating them. In the batch bioreactor
experiments the low C:N ratio with high phosphate (100 mg/l) concentration
increased N;O production. Pseudomonas aeruginosa bacteria was identified as the
only predominant species in both C:N ratios fed with both nitrate and nitrite. Based
on these results, the conditions of partial denitrification and diversity of denitrifiers
can be further investigated in the continuous bioreactor systems inoculated from
different sources
Keywords: Denitrification, N.O, partial denitrifciation, batch bioreactor,

greenhouse gas, dentirifiers.
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1. GIRIS
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Gebze Teknik Universitesi’nde Cevre Miihendisligi béliimiinde hava kirliligi
kontrol teknolojilerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar 2007’den bu yana
baslamis olup, bu kapsamda SO, ve NOx gazlari igin kontrol sistemleri tasarlayan
projeler gerceklestirilmistir. Son bes yilda, biyolojik yontemlerle kirletici gazlarin
aritimi ile ilgili, NOx gazlarinin denitrifikasyon yoluyla N2 gazina indirgenmesini
saglayan biyoreaktorler denenmistir. Denitrifikasyon ile NO gazi, 6nce N2O’ya sonra
da N2’ye indirgenmektedir. N2O gazinin isitma potansiyeli yiksek bir sera gazi olmasi
tam denitrifkasyon saglanarak N, seklinde sistemi terk etmesine uygun olarak
sistemler galistirlmistir. Ancak N,O’nun ayni zamanda enerji amagh kullanimini
godsteren calismalar mevcuttur. Ozellikle aritma tesislerinden kaynaklanan N,O’nun
bu sekilde isil ayrisma ile enerjiye cevrilerek aritma tesislerinden kaynaklanan sera
gazi salinimlarini azaltmasi hedeflenmistir. Denitrifikasyon kismi olarak gerceklesirse
ara Urtin N0 denitrifikasyondaki son (riin olmaktadir. Boylece bir sonraki basamaga
gecmek icin gereken karbon kaynagindan tasarruf edilerek, enerji Uretimi
gerceklestirilebilecektir. Calismalarda kismi denitrifikasyon icin gereken optimum
sartlarin farkhh zamanlarda nitrat ve karbon kaynagl beslemesi ile maksimum
diizeyde saglanabilecegi gosterilmistir. Belirli bir azot kaynagina karsilik hangi
besleme sartlarinin N;O Uretimini artiracagi ve nasil bir mikrooroganizma cesitliligi
saglayacagl bu proje kapsaminda yapilacak kesikli biyoreaktordeki denemelerle
belirlenmeye calisiimistir.  Denitrifikasyon sirecinin  gerceklestigi pilot bir
biyoreaktorden asilanarak belirlenmis sartlarda farkli karbon ve azot orani (C:N) ile
farkli besi yeri icerigine maruz birakilan mikroorganizmalarca zenginlestirilmis
kiltirtin kesikli biyoreaktorlerde olusturduklari denitrifikasyon (rinleri takip
edilecek, N,O Uretiminin fazla oldugu sartlar ve farkh sartlarda biyoreaktorde

bulunan mikroorganizmalarin izolasyonu ve teshisi gerceklestirilecektir.



2. DENITRIFIKASYON ARA URUNU OLARAK N,O GAZI

Genel anlamda denitrifikasyon, nitrat veya nitritin NO, N,O veya N> gazl azot
turlerine indirgenmesini saglayan bir grup slre¢ olarak tanimlanabilir. Bu tanimla,
cesitli abiyotik reaksiyonlar, mikroplarla solunum, NOs™ indirgemesi ve solunumsuz
N,O proidiksiyonuna denitrifikasyon adi verilmektedir. Denitrifikasyon, azot oksit
indirgemesinin elektron tasima fosforilasyonuna baglandigi bakterilerde bir
anaerobik solunum seklini tanimlar. Denitrifikasyon N,O ve NO (reten ve
tiketebilen tek biyotik veya abiyotik slirectir. Dolayisiyla bu bakteriyel siireg, kiiresel
N- iz gaz dinamiklerinde merkezi bir rol oynamaktadir. Bu tartisma icin, N-oksit

indirgemesi icin asagidaki sirayi kullanacagiz:
NO3 — NOy — NO — N20 — N3 (2.1)

Denitrifikasyon sirasinda Uretilen azot dizisi birka¢ yildan beri bilinmekle
birlikte, NOz'nin N2O'ya indirgenmesinde yer alan tam indirgeyici dizilim ve
enzimoloji, glincel tartismalara konu olmaktadir. Bununla birlikte, 6nerilen tim

yollarda, N>O bir ara maddedir ve NO, indirgeyici sirada bir ara madde gibi davranir

[1].
2.1. N,O Gazi ve Sera Etkisi

Diinyanin isinim bitcesi diinyaya ulasan, yansitilan ve tutulan isima akilarinin
hesabindan olusur ve uzun vadede dengede oldugu 6ngoriliir. Glines enerjisi kisa
dalga boyu i1sinim olarak yerylziine ulasir. Gelen i1sinimlarin bir kismi, yeryizi ve
atmosfer tarafindan geri yansitilir. Bliyilk kismi ise, atmosferden gecerek yeryizini
isitir. Yerylzu 1sinan bir kitle olarak, uzun dalga boyu, kizilétesi 1sinim yapar (baska
bir deyisle onu uzaya geri yansitir). Dinyanin ylzeyi tarafindan yukariya salinan
kizilotesi 1siniminin blytk kismi atmosferdeki karbondioksit, su buhari ve dogal
yollarla olusan diger “sera gazlari” tarafindan sogrulur. Bu gazlar enerjinin, diinya

yuzeyinden geldigi gibi dogrudan uzaya yansimasini engeller. Birbiriyle baglantil



olan birgok olgular dizisi (1sinim, hava akimlari, bulut olusumu, buharlagsma, ve yagis
dahil) enerjiyi atmosferin daha Ust tabakalarina tasir ve oradan uzaya bdylece daha
yavas ve dolayll bir siirecle aktarir; yerylzinin ylzeyi enerjiyi uzaya tamamiyle
gonderseydi diinya soguk ve yasanmaz bir yer olurdu [2].

Atmosfer cesitli gazlardan olusur. Glines 1sinlari atmosferi gecerek yeryizini
isitir. Atmosferdeki CO,, CHa, N20O, Os, CFC gibi gazlar, 1sinan, yerylziinden salinan
Isinin bir kismini tutarak yerylzinin belirli sicaklik derecesinde kalmasini saglar.
Atmosferin syl tutma 06zelligi sayesinde denizlerin, okyanuslarin donmasi énlenmis
olur. Atmosferin bu isinma ve islyI tutma 6zelligine sera etkisi denir [3].

Atmosferde en cok sera etkisi yapan gazlar sirasiyla Karbondioksit (CO3),
Metan (CHa), Diazotoksit —azotprotoksit veya nitréz oksit-(N20), Ozon (Os), Karbon
monoksit (CO) ve Halokarbonlar (CFC gibi)’dir. Ayrica su buhari da sera etkisi yapan
gazlar arasinda sayilmaktadir. Nitréz oksit glicli bir sera gazidir. N2O 'nun kiiresel
Isinma potansiyeli (GWP) 100 yillik bir zaman diliminde CO;'den 298 kat daha
fazladir ve N2O'nun sera gazi kaynakli kiresel 1sinma etkisinin yaklasik %6'sina
katkida bulundugu tahmin edilmektedir. Stratosferde, N,O oksitlenerek NO ve NO;
olusur. Bu azot oksitler, ozonun tahrip edilmesini katalize eder, 21. ylizyilda N2O en
onemli ozon tliketen emisyon haline gelmistir. Sanayi Devriminden bu yana bu
gazlar %17 oraninda bir artis gdstermistir. Sera etkisinin %15’inin diazotoksit
gazindan kaynaklandigi distinilmektedir Stratosferde kisa dalga boylu glines 1s1ginin

etkisiyle fotokimyasal olarak atomlarina ayrisarak N;O atmosferden eksilmektedir

[2].

2.1.1. N2O Gazi Kaynaklari

Nitroz oksit emisyonlari hem dogal hem de insan kaynaklari tarafindan Uretilir.
Onemli dogal kaynaklar dogal bitki 6rtiisiiniin altinda kalan topraklari ve okyanuslari
kapsar. Dogal kaynaklar toplam emisyonlarin %62'sini olusturur. Onemli insan
kaynaklari tarim, fosil yakit yanmasi ve endiistriyel siireclerden gelir. insan kaynakl
kaynaklar toplam emisyonlarin %38'inden sorumludur. Bu, nitrdz oksit emisyonlarini

endustriyel 6ncesi seviyelere gore yaklasik %40-50 oraninda arttirmistir.



Sanayi Devrimi'nden dnce nitroz oksitin atmosferik konsantrasyonu, dogal yutaklar
nedeniyle, glvenli bir seviyede kalmistir. Fakat uzun siredir insan faaliyetleri,
Dinya'nin onlari kaldirabileceginden c¢ok daha hizli emisyon Gretmektedir.
GUnUmuzde nitroz oksit seviyeleri son 800.000 yilda diger zamanlara gore daha

yuksektir.

2.1.1.1. Nitrdz Oksit Emisyonlari: insan Kaynaklari

Sanayi Devrimi'nden bu yana insan kaynakli nitréz oksit emisyonlari
artmaktadir. Tarim, fosil yakit yakma ve endistriyel prosesler gibi faaliyetler,
atmosferdeki artan nitroz oksit konsantrasyonlarinin baslica nedenidir. Bununla
birlikte bu kaynaklar nitréz oksit emisyonlarinin %77'sinden sorumludur. Diger
kaynaklar arasinda biokitle yakma (%10), atmosferik c¢okelme (%9) ve

kanalizasyonlardan olan salinimlar (%3)’0 olusturmaktadir [4].

eTarim

Nitroz oksit emisyonlarinin en blylk insan yapimi, tarimdan elde edilen kisim
%67'dir. Tarim dogrudan ve dolayli emisyonlar yaratir. Dogrudan emisyonlar
glbrelenmis tarim topraklarindan ve hayvan gibresinden gelir (%42). Dolayl
emisyonlar gibrelerin akisi ve sizintisindan kaynaklanirken (%25). Tarim, yilda 4,5
milyon ton nitréz oksit olusturmaktadir.

Bitkiler ve hayvanlar tarafindan azot aliminin verimsizligi nedeniyle, sadece
reaktif azotun yaklasik %10-15'i gida olarak bir insan tarafindan besin olarak alinir.
Gerisi cevre icinde kaybolur. Sanayilesmis tarim uygulamalari bu kayiplari daha da
kotllestirmis ve sonuc olarak emisyon artmistir. Bu nedenle, tarim, nitréz oksit

emisyonlarinin en dnemli insan yapimi kaynagidir [4].

o Glibrelenmis Tarim Topraklari
Tarim icin sentetik gibre kullanimi, nitréz oksit emisyonlarinin 6nemli bir
kaynagidir. Glibreler dogrudan topraklara azot ilave ederek bitkilere yardim eder.

Fakat; topraktaki bakteriler bu fazladan azotu kullanir, yasamak ve biylimek gibi



faaliyetlerinde ihtiya¢ duydugu enerjiyi Gretmek igin kullanir. Nitrifikasyon ve
denitrifikasyonun mikrobiyal siiregleri, daha sonra atmosfere salinacak olan nitréz
oksit Uretir. Benzer sekilde, glibreyi glibre olarak kullanmak da tarim topraklarindan
emisyonlara neden olur. Nitroz oksit, topraklar sicak ve nemli oldugunda hizli bir
sekilde olusabilir ve hazir bir reaktif azot kaynag da icerir. Sentetik glbreler,
Uretilen gidanin kalitesinin yani sira gevre (izerinde agir bir gerilime neden olur. Bu
sentetik kimyasallar, bitkiler tarafindan absorbe edilir. Bunun disinda, ana madde
oldugu icin sentetik glbrelerin Uretilmesi icin blylk miktarlarda dogal gaz kullanilir.
Uretim siireci de cok miktarda enerji gerektiren ve bu nedenle iklim degisikligi

Uzerindeki etkilerinin daha buylik oluyor olmasina sebep olur [4].

e Hayvancilik Glibresi

Hayvancilik glbresinin depolanmasi ve tasinmasi, tarimsal nitroz oksit
emisyonlarinin dogrudan bir kaynagidir. Hayvancilik glbresi, glibre olarak
kullanilmadiginda veya otlatma sirasinda arazilerde birakildiginda, hayvan atik
yonetim sistemlerinde aritmak ve bertaraf etmek icin saklanmalidir. Bu sistemlerin
bircogu, nitréz oksit Ureten bakteriler icin uygun kosullar yaratir. Topraklarda azotlu
oksit Uretmekle sorumlu olan ayni mikrobiyolojik siirecler, nitrifikasyon ve
denitrifikasyonda, glibrede azot ayrismasi esnasinda ortaya c¢ikan nitroz oksitten
sorumludur. Dolayisiyla tavuk, sigir eti ve sit ciftlikleri gibi yerlerde 6nemli
miktarlarda nitréz oksit uretilir.

Yogun hayvancilik sistemleri azot kullanim verimliligine sahiptir ve buylk
miktarlarda kayip yaratir. Hayvan yeminde yutulan azotun yalnizca kiguk bir kismi
(yaklasik %5-30) sit, et ve yumurta da tutulur. Toplu kisim, %70-95, hayvan atigi ile
kaybedilmis olur. Bu fazladan azot, cevreye eklenir ve nitréz oksit emisyonlarinda

artisa neden olur [4].

e Sizinti ve Glbreleme

Tarimsal topraklardan c¢ikan glibrelerin akmasi ve slzllmesi, dolayli olarak
nitroz oksit kaynagidir. Yagis ya da sulama suyu, glbrelerde reaktif azotun bir
kisminin ya yeralti sularina sizmasina ya da drenaj hendeklerine yikilmasina, sonugta

akan nehirlere, nehir ve kiyi bélgelerine akmasina neden olur. Bu durum alanlardaki



azot seviyelerini arttirir ve mikroorganizmalar nitroz oksit emisyonlarina neden olan
azot oksitlerin pargalanmasina yardimci olur. Gibrelerin asiri kullanimi ya da yagisin
asiri derecede artmasi, sizintinin etkilerini daha da koétdlestirir.

Nehirler, nehir ve kiyi sulari kaynakli nitréz oksit emisyonlari genellikle insan
kaynakh olarak kabul edilir, glinkii bu ekosistemlere giren reaktif azotun blyik kismi

tarimsal faaliyetlerle iliskilendirilmistir [4].

e Fosil Yakit Yakma ve Endustriyel Prosesler

Fosil yakit yakma ve enddstriyel prosesler, diazot oksit emisyonlarinin dnemli
bir kaynagidir. insan emisyonlarinin %10'unu olustururlar ve yilda yaklasik 700,000
ton diazot oksit bu kaynaklardan havaya verilir.

Nitroz oksit, mobil ve sabit kaynaklarda yakit yanmasinin bir yan trianGdur.
Herhangi bir fosil yakit yakildiginda, yakitta ve ¢evredeki havadaki azotun bir kismi
oksidize olur ve diazot oksit emisyonu olusturur. Sabit emisyonlarin ¢cogu kémdrle
calisan elektrik santrallerinden gelmektedir. Mobil emisyonlara gelince, hemen
hemen hepsi, ulasim ve tasimacihk faaliyetleri igin kullanilan arabalar ve
kamyonlardan gelir.

Endustriyel prosesler ayrica diazot oksit emisyonlarina neden olur. iki ana
sanayi kaynagi, nitrik ve adipik asit Uretimidir. Nitrik asit, sentetik glibreler icin
onemli bir katki maddesi iken, adipik asit esas olarak sentetik lifler yapmak igin

oksidasyonu nitroz oksit olusturur [4].

e Biyokiitle Yakma

Az miktarda nitréz oksit, insan kaynakli emisyonlarin %10'unu olusturan
biyokitle yakilmasindan kaynaklanir. Biyokitle yakma, canli ve 6li bitki ortlistintin
yakilmasidir. Bu yanginlarda, biyokitledeki azotun bir kismi ve cevreleyen hava
oksidize edilerek diazot oksit emisyonu olusur.

Blylk acitk yanginlar temel olarak insanlar tarafindan tarimsal veya diger
kullanimlar igin Grin atig1 yok etmek ve temiz arazi kullanmak icin kullanilir. Dogal
orman yanginlari buna katkida bulunabilirken, biyokitle yakmanin bilyik cogunlugu

insandan kaynaklanmaktadir. Yilda 700,000 ton diazot oksit olusturmaktadir [5].



e Atmosferik Birikim

Atmosferik ¢okelme, Nitroz oksit emisyonlarinin 6nemli bir insani kaynagidir.
insan faaliyetleri azot bilesiklerini havaya birakir ve sonucta diinya yiizeyine geri
diser. Bununla birlikte, artan emisyonlara neden olan nitrifikasyon ve
denitrifikasyon mikroorganizmalari uyaran mevcut azot kaynagi ile ekosisteme katki
saglanmis ve insan kaynakli emisyonlarinda %9'unu olusturmus olmaktadir.
Gubrelerden kaynaklanan buharlar ve fosil yakit ya da biyokitle yakma kaynakh
duman reaktif nitrojen gazi icerir. Bu gazlar sonunda atmosfere gecger yagmur ile
birlikte topraga diiserek toza ve polenlere tutunmus olur. Atmosferik birikim, yilda

700,000 ton diazot oksit Gretmektedir [4].

e Kanalizasyon Sistemleri
Hayvan atiklarinda oldugu gibi, insan atiklari da nitr6z oksit emisyonlarinin
onemli bir kaynagidir. Atik su depolamak ve aritmak igin kanalizasyon tesisleri ve
fosseptik tanklari kullanilir. Bu sistemlerin bir¢ogu, nitrdz oksit Greten bakteriler igin
uygun kosullar yaratir. insan kanalizasyonu insan emisyonlarinin %3'iinii retir.
Bakteriler insan atiklarinda (lre, amonyak ve proteinler) bulunan azot bazl
organik maddeleri pargalamak igin nitrifikasyon ve denitrifikasyon islemlerini

kullanirlar. Yilda 200.000 ton diazot oksit bu sekilde olusur [4].

2.1.1.2. Nitroz Oksit Emisyonlari: Dogal Kaynaklar

insan faaliyetleri tarafindan yaratilmasinin yani sira, nitrdz oksit de dogal
sireclerle atmosfere salinir. Dinya'nin topraklari, okyanuslar ve atmosfer, dogal
olarak diazot oksit emisyonlarinin dogal kaynagidir.

Nitroz oksit insan kaynaklari, dogal emisyonlardan daha kiglik olmakla
beraber, Sanayi Devrimi'nden sonra mevcut olan azot donglisiindeki dengelerin
bozuldugu gozlenmistir Dogal kaynaklardan Uretilen diazot oksit miktari binlerce
yildir tamamen dogal yutaklarla dengelenir. insanin etkisi olmadan 6nce, bu dogal

dengeden dolayi diazot oksit seviyeleri oldukca sabitti.



Dogal bitki ortist altindaki topraklar, dogal olarak uretilen emisyonlarin
%60'In1 olusturan diazot oksit icin onemli bir kaynaktir. Diger dogal kaynaklar

okyanuslari (%35) ve atmosferik kimyasal reaksiyonlari (%5) icermektedir [4].

e Dogal Bitki Ortiisii Altindaki Topraklar

Diazot oksidin en blyluk dogal kaynagli, dogal bitki ortlst altindaki
topraklardan gelmektedir. Bu, dogal emisyonlarin %60'in1 (iretir. Yani dogal bitki
ortlisu altindaki topraklarda azotu pargalayan mikroorganizmalar tarafindan Uretilen
diazot oksit dogal kaynaklar olarak kabul edilir.

Riparian ve tropikal yagmur ormani topraklari, besin elementinin
bulunabilirligi ve nem seviyesi daha yiiksek oldugu icin mikroorganizmalara besin
kaynagi olmasinda 6nemli katkida bulunmaktadir. Bu, mikrobiyal nitrifikasyon ve
denitrifikasyonu kolaylastirir. Dogal vejetasyon altindaki topraklar her yil 6.6 milyon

ton diazot oksit olusturur [4].

e Okyanuslar

Nitroz oksit emisyonlarinin 6nemli bir dogal kaynagi okyanuslardan gelir.
Okyanusta vyasayan diazot oksit Ureten mikroorganizmalar bu emisyonlari
yaratmaktadir. Bu da yilda 3,8 milyon ton diazot oksit yani dogal emisyonlarin
%35’ini Uretmektedir.

Okyanuslardaki diazot oksidin bilytk kismi, diski pargaciklari gibi batan
parcaciklardaki ve cevresinde bulunan mikrobiyolojik aktiviteden
kaynaklanmaktadir. Bu parcaciklar denitrifikasyon icin gerekli anaerobik kosullari

saglar, bu da yan riin olarak diazot oksit olusturur [4].

e Atmosferik Kimyasal Reaksiyonlar

Atmosferdeki kimyasal reaksiyonlar, dnemli miktarda diazot oksit emisyonu
Uretir. Atmosfer, emisyonlarin %5'ini olusturan amonyak oksidasyonu yoluyla azot
oksit icin bir kaynak gorevi goriir. Atmosfer amonyagi dogal bir gaz olarak olusturur.
Okyanuslar, vahsi hayvanlardan elde edilen giibre, yaslanma ve cliriimekte olan

bitkiler, havadaki amonyak agisindan en 6nemli dogal kaynaklari olusturmaktadir.



Amonyagin dogal kaynaklardan oksitlenmesi, yilda 600.000 ton diazot oksit

olusturur [4].

2.1.2. N2O Emisyonlarinin Kontrol Yontemleri

Nitrit, nitrit yoluyla nitrojenin giderilmesinin avantajlarini zayiflatan N,O
Uretimine neden olan 6énemli bir faktdr olarak yaygin olarak bilinmektedir. Atik su
aritma tesislerinden N;O Uretimini azaltmak ve kontrol altina almak igin gergek evsel
atik suyun nitritle azot giderme sirasinda N2O Uretiminin ana kaynagini ve yollarini
arastirmak icin uzun sireli ve toplu testler gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar,
nitrit yoluyla nitrojenin giderilmesi sirasinda N,O (retiminin, nitrat yoluyla azot
uzaklastirma sirasinda N;O dretiminin 1,5 kati oldugunu gostermistir. Ayrica,
amonyak oksidasyonunun, evsel atik sudan azot uzaklastirilmasi sirasinda N;O
Uretiminin ana kaynagl oldugu gosterilmistir; Nitrit oksitlenmesi ve anoksik
denitrifikasyon sirasinda hemen hemen hi¢ N2O Uretilmemistir. Nitrit yoluyla azot
giderimi sirasinda N2O Uretimi, N,O Uretiminin 6ncillerinden nitritin ve amonyagin
etkin kontroli sayesinde kademeli besleme SBR uygulanarak yaklasik %50
azalmistir. Bu nedenle, kademeli besleme sistemi, evsel atik sudan nitrit yoluyla
nitrojen giderimi sirasinda N;O Uretimini azaltmak icin etkili bir yontem olarak

onerilir [6].

2.1.3. Tiirkiye’ de N2O Emisyonlari ve ilgili Diizenlemeler

T.C. Cevre ve Sehircilik Bakanhg’'nin yayinladigi Tirkiye iklim Degisikligi 5.
Bildirimi raporunda sera gazlarindan N2O gazi emisyon diizenlemeleri sunulmustur.
Sera Gazi Emisyonlarinin Takibi Hakkinda Yonetmelik (17 Mayis 2014 tarihli ve
29003 sayili Resmi Gazete) ve bu yonetmelikteki kapsami detaylandiran Sera Gazi
Emisyonlarinin izlenmesi ve Raporlanmasi Hakkinda Teblig (22 Temmuz 2014 tarihli
ve 29068 sayili Resmi Gazete) yayimlanmistir. Bu mevzuatin yirirlige girmesini
takiben, Sera Gazi Emisyonlarinin Dogrulanmasi ve Dogrulayici Kuruluslarin
Yetkilendirilmesi Tebligi (02.04.2015 tarihli ve 29314 sayih Resmi Gazete)

yayinlanmistir.
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Sekil 2.1: 2009 yili sektorel sera gazi emisyonlari.

Tirkiye’nin 2009 yili toplam sera gazi emisyonu arazi kullanimi, arazi kullanim

degisikligi ve ormancilik (AKAKDO hari¢ CO; es degeri cinsinden 369,65 milyon

ton’dur. Bunun %75,3’U enerji, %9,2’si atik, %8,6’sI endustriyel islemler ve %7’si

tarim sektoérinden kaynaklanmaktadir (Sekil 2 .1) [7]. Enerji sektori emisyonlarinin

blyik cogunlugu yakitlarin yanmasindan kaynaklanmakta olup, yakit yanmasindan

kaynakl sera gazi emisyonlarinin toplam enerji emisyonlari igerisindeki payr %36,94

enerji, %20,39 konut ve hizmetler, %19,91 imalat, %17,04 ulastirma ve %5 tarim alt

sektorleridir. Kisi basi sera gazi emisyonu 1990 yilinda 3,39 ton CO; es degeri iken,

2009 yilinda 5,13 ton CO; es degerine cikmistir (AKAKDO harig). Ancak bu deger,

dlnya ortalamasi olan 4,29 ton CO; es degeri/kisi degerine ise yakindir.

CO; esdegeri (Mton)

T

W AKAKDO ' Enerji W Ulaghrma ™ Enddstriyel Prosesler ™ Tarim N Atk

2.2: Sektorel sera gazi emisyonlari 1990-20009.

Sekil
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Sekil 2 .2’de farkh kaynaklardan yayilan CO, miktarlarinin 1990’dan itibaren
degisimine bakildiginda genel olarak tiim sektorlerde artan bir emisyon egilimi
gozlenmektedir (Sekil 2.2) [7]. 1990 yil verileri ile karsilastirildiginda 2009 yilinda en
yuksek artis %250 ile atik sektoériinde gozlenirken sadece tarim sektériinde %14’lik

bir azalma gorilmektedir.
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Sekil 2.3: Toplam emisyonlarin sera gazlari tirlerine gore paylari (1990-2009).

1990-2009 vyillari arasinda emisyon degeri en vyiksek olan sera gazi
karbondioksit olup bunu CHa, N0 ve F-gazlari takip etmektedir. Emisyonlarda genel
olarak yillar icinde artis gozlenirken, N,O emisyonlarinda 2000 yilindan itibaren hafif
bir azalma egilimi gorilmektedir (Sekil 2.3) [7]. 2009 yili icin CO2 emisyonlari 299,11
Mton CO; es degeri (%80,92), CH4 emisyonlari 54,37 Mton CO; es degeri (%14,71),
N0 emisyonlari 12,53 Mton CO; es degeri (%3,39) ve F-gazlari emisyonlari 3,64
Mton CO; es degeri (%0,99) olarak verilmistir.
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Sekil 2.4: Toplam emisyonlarin sera gazlari tirlerine goére paylari (1990-2009).

1990-2009 doéneminde, CO, emisyonlarinin tim emisyonlar igindeki payi

%76’dan %81’e ve F gazlarinin payl %0,4’den %1’e ¢ikmis, ayni dénemde metan

emisyonlarinin payr %18den %15’e, diazot oksit emisyonlarinin paylari ise %6’dan

%3’e dismustir (Sekil 2 .4) [7]. Ancak miktar olarak 1990 yilinda 37,31 Gg olan

diazotmonoksit emisyonu 2009 yilinda %8,3 oraninda bir artis gostererek 40,42 Gga

olmustur [7].
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1A3 _
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Yol

%2

6B Atiksu
isleme
%14
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Sekil 2.5: 1990 ve 2009 yillarinda N20 emisyonlarinin sektorel dagilimi.

En 6nemli diazot oksit kaynagini, tarim alanlarinda azotlu glibre kullanimi ve

hayvansal atiklar olusturmaktadir [7]. Hem 1990 hem 2009 vyili i¢in dnemli diazot
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oksit kaynaklarinin paylari sirasiyla tarimsal topraklar, gibre yonetimi ve atik su
isleme olmustur. (Sekil 2.5) ve (Sekil 2.6) [7]. 2008 yilinda artan glibre fiyati ve ayni
yil gbzlenen kuraklik nedeniyle ekili tarim arazi varliginda azalmaya ve dolayisiyla da
azalan sentetik glibre miktarina bagh olarak diazot monoksit emisyonlarinda 2009
yihinda %8,3 6nemli bir azalim gorilirken Atiksu isleme, ulastirma ve enerji sanayi

Sektoérlerinde %1-3 arasinda bir artig géralmustar.

1990-2009 degisimi (%)
6B Atiksu isleme -

4F Tarimsal arbklarin agikda yakilmasi
4D Tarimsal Topraklar
4B Giibre Yonetimi
2B Kimyasal Endustrisi
1A4 Diger sektorler
1A3 Ulastirma

1A2 imalat Sanayi ve ingaat

1A1 Enerji Sanayi

Sekil 2.6: 1990 ve 2009 yillari N2O emisyonlari sektorel paylari.

2.2. Denitrifikasyon Prosesi ve N0

Denitrifikasyon, anoksik kosullar altinda nitratin(NO3’) nitrite(NO2’), nitritin
nitrik okside(NO) ve nitroz okside(N2O) ve son olarakta azot gazina (N;) indirgenmesi
olayidir. Denitrifikasyon bir solunum olayr oldugundan, enerji kaynagi olarak
oksitlenebilir bir substrata ya da elektron vericiye ihtiya¢ duyar [8].

Denitrifikasyonun, prokaryotlara o6zgl bir ozellik oldugu uzun zamandir
dusltintlmektedir. Cok sayida bakteri, anaerobik solunum icin temel elektron alicisi
olarak nitrat veya nitriti kullanarak denitrifikasyon yapar. Ayrica, pek cok ipliksi
mantar ve mayalarin denitrifikasyon aktivitesi gerceklestirdigi bulunmustur. Ancak

mantarlarin yaptig1 denitrifikasyon bakterilerinkinden farkli ve eksiktir. Mantarlar,

13



N,O redlktaz’'in yoklugundan dolayi, denitrifikasyon Grlni olarak dinitrojen (N,)
yerine nitréz oksit (N,O) tretirler [9].

N0, denitrifikasyon isleminde bir ara madde oldugu icin, kismi denitrifikasyon
N,O emisyonuna neden olabilir. Bir¢ok denitrifikasyon yapan mikroorganizma,
ylksek enerji verimi nedeniyle tercihen oksijeni elektron alicisi olarak kullanan
fakiltatif denitrifikatorlerdir. Bazi mikroorganizmalar hem aerobik hem de anoksik
kosullar altinda denitrifikasyon yapabilir, bu silire¢ aerobik denitrifikasyon olarak
bilinir. Genellikle bu mikroorganizmalar heterotrofik nitrifikasyonu da katalize
edebilir [10].

Denitrifikasyon bakterileri nitrati azot gazina gevirerek biyimeleri igin gerekli
enerjiyi elde ederler. Ancak hiicre sentezi icin bir karbon kaynagi gerekir.
Heterotrofik denitrifikasyonda karbon kaynagi olarak metanol, etanol, glikoz, asetik

asit ve formik asit gibi organik maddeler kullanilmaktadir [11].

2.2.1. Aritma Teknolojilerinde Denitrifikasyon

Atik su aritiminda denitrifikasyon, serbest oksijen yerine elektron alicisi olarak
nitrat ve nitritin, kullanildigi ve azot gazina indirgendigi cok basamakl bir prosestir.
Olusan azot gazi, kabarciklar halinde suyu terk eder. Biyolojik denitrifikasyon, atik su
aritiminda onemli bir basamaktir. Azot gideriminde kullanilan amonyak siyirma,
kirllma noktasi klorlamasi ve iyon degisimi gibi bazi cesitli yontemlere karsin
denitrifikasyon daha diisik maliyetle azot giderimi sagladigi igin sikga kullanilir.
Denitrifikasyon sirasinda nitrit ve nitratlar hiicre sentezinde kullanilabilmektedir.
Ortamda NHs-N (amonyum azotu) mevcut degilse, bakteriler nitrati amonyaga
cevirerek vyeni hicrelerin yapisina katarlar. Nitratin bu sekilde indirgendigi
proseslere asimilasyon prosesi denir. Bundan baska, ortamda serbest oksijen
olmadigl durumlarda, bakteriler nitrati bir elektron alicisi olarak kullanir ve azot
gazina indirgerler. Bu prosese de disimilasyon prosesi denir. Denitrifikasyon prosesi
iki sekilde olabilmektedir. Bunlardan ilki, denitrifikasyon tankinin, havalandirma
tankindan sonra vyerlestirildigi sistemlerdir. Bu durumda, nitrifikasyonun
gerceklestigi havalandirma tankindan denitrifikasyon tankina dogru yliksek miktarda

nitrit ve nitrat ile az miktarda organik maddede gegis yapar. Bu tip proseslere son-
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anoksik (postanoxic) prosesler denmektedir. Bir diger denitrifikasyon prosesi ise 6n-
anoksik (pre-anoxic) proseslerdir. On-anoksik proseslerde, giris suyu éncelikle bir
anoksik tanka alinir. Havalandirma islemi ise anoksik tanktan sonra gergeklestirilir.
Son-anoksik ve 6n-anoksik denitrifikasyon prosesleri olarak adlandirilir. Son-anoksik
proseste nitrifikasyon, havalandirma tankinda gergeklesir. Nitrifikasyon prosesi
neticesinde olusturulan nitrit ve nitrat ise havalandirma tankini miteakip bir anoksik
tankta denitrifikasyon prosesi ile giderilmektedir. Bu durumda, organik maddenin
hemen hemen tamami aerobik tankta oksitlendiginden, denitrifikasyon tankinda
ihtiya¢ duyulan organik madde disaridan verilmelidir. Disaridan verilen karbon, metil
alkol ya da etil alkol formunda olabilir. Bu islem ise tesisin isletme maliyetini blylk
oranda etkileyeceginden, anoksik tankta denitrifikasyon prosesinin i¢ solunumla
gerceklesmesi de saglanabilmektedir. Ancak bu yontem ile son-anoksik proseslerde
elde edilen denitrifikasyon hizi, 6n-anoksik proseslere gore ¢ok daha dustk
olmaktadir.

On-anoksik proseste denitrifikasyon sirasinda kullanilan elektron verici orjinal
atik suda bulunan organik maddelerdir. Orijinal atik suda nitrat bulunmadigindan,
ortamda bir elektron alicisi olmasi igin, havalandirma tanki ¢ikisindan anoksik tankin
girisine nitrat geri devri yapilmak zorundadir. Denitrifikasyon islemini gerceklestiren
mikroorganizmalar genellikle fakiltatif aeroblardir. Fakiltatif aeroblar oksijenin
varliginda aerobik oksidasyon yaparlarken, ortamda sadece bagh oksijenin (nitrit ve
nitrat)bulunmasi  durumunda, nitrit ve nitrati da elektron alici olarak

kullanabilmektedirler [12].

2.2.2. Denitrifikasyonu Etkileyen Faktorler

e Nitrat Konsantrasyonu

Denitrifikasyonda nitrat elektron alici olarak kullanildigindan, nitrat

konsantrasyon artikca denitrifikasyon hizi artacaktir.

e Anoksik Sartlar
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Oksijen var ise, bakteriler elektron alici olarak oksijeni tercih eder. Clinkii daha
fazla enerji uretebilirler. Ornegin aerobik glikoz oksidiyonunda 686 kcal/mol glikoz
enerji Uretilirken, anoksik sartlarda bu deger 570 kcal/mol glikozdur. Bu nedenle,
denitrifikasyon sirasinda oksijen mevcudiyeti verimi dlsilrecektir. Fakat yuksek
oksijen konsatrasyonlarina sahip aktif camur Unitelerinde bile denitrifikasyon
gozlenebilir. Bunun nedeni ise, biyo-yumaklar igerisinde, derin noktalarda oksijen

konsantrasyonu dusiik olup bu noktalarda nitrat elektron alici olarak kullanilir.

Denitrifikasyon bakterileri fakilltatif aeroblar olduklarindan, serbest oksijenin

varliginda onu kullanarak enerji gereksinimlerini  kargilarlar. O halde
denitrifikasyonun gerceklesmesi icin daha dnce de belirtildigi gibi, serbest oksijenin
olmamasi ya da ¢ok disik konsantrasyonlarda olmasi gerekmektedir. Serbest
oksijenin varliginda nitrat rediktaz enzimi (denitrifikasyonda nitratin nitrite

indirgenmesinde rol alan enzim) inhibe olmaktadir.

e Organik Madde Varligi

Denitrifikasyon bakterileri icin organik madde sarttir. Clinkii organik madde
elektron verici olarak kullanilacaktir. Bircok madde elektron verici olarak
kullanilabilir: asetat, metanol, sitrik asit gibi. Ayrica, evsel ve endistriyel atik sularin
blinyesinde bulunan organiklerde bu amacla kullanilir. Ayrica, Anammox prosesinde
oldugu gibi amonyumda elektron alici olarak kullanilabilir. Tercih edilen substrat
genellikle metanol olup, bircok aritma tesisinde, denitrifikasyon basamagi sirasinda
metanol bu amac icin kullanilmaktadir. Ayrica, biyogaz icinde bulunan metan da
organik madde kaynagl olarak kullanilabilir. Metanotrofik bakteriler metani
metanole oksitler. metanol de denitrifikasyon bakterileri icin karbon kaynagi olarak
kullanilir. Denkleme gore, bir mol nitrat giderimi icin 5/6 mol metanol
gerekmektedir. Fakat metanolin bir kismi da bakteri blylmesi igin
kullanilacagindan dolay! daha fazla metanol gerekmektedir. Yapilan calismalarda

optimum metanol/nitrat orani 2,5 olarak bulunmustur.

6 NO3 + 5 CH30H — 3 N2+ 5 CO2 + 7 H,0 + 6 (OH) (2.2)
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e iz elementlerin Etkisi
Bazi iz elementler denitrifikasyon bakterileri icin gereklidir. Molibden nitrat

rediiktaz enziminin sentezi icin gereklidir.

e Toksik Kimyasallar

Denitrifikasyon bakterileri toksik kimyasallara karsi ¢ok hassastir [12].

2.3. Kismi Denitrifikasyon ile N,O Birikimi

Cesitli arastirmalarda, biyolojik besin giderim sistemlerinin énemli bir N,O
kaynagi olusturabilecegini gézlemlenmis olup, atik suyun biyolojik aritimi sirasinda
azot, agirhkl olarak nitrifikasyon ve denitrifikasyon prosesleri yoluyla
uzaklastirilmistir. N;O her iki proses tarafindan da Uretilebilmesine ragmen,
denitrifikasyon ana kaynak olarak gosterilmistir. Denitrifikasyon esnasinda, NOs
once nitrat rediktaz enzimi (NaR) ile NO;'ye indirgenir, daha sonra NO; nitrit
Rediiktaz enzimi ile N;O'ya (NiR) ve sonunda N,O diazot oksit rediiktazi (N2OR) ile
molekiler azot (N2)'ye indirgenir. N;O, denitrifikasyon yolunun zorunlu bir ara
Urtinidir ve islem sirasinda N2O Uretilir ve tlketilir. Atik su aritma sistemleri
tarafindan N,O gaz emisyonunda yer alan mekanizmalarin anlasiimasini gelistirmek
icin bircok parametre arastirilmistir. Nitritin varligi veya diisiik DO, SRT, diisiik pH ve
karbon/azot orani, aktif camurda denitrifikasyon sirasinda N2O birikimine neden
olabilecegi anlasiimistir. Ayrica, bir ana son urin olarak N;O olusturan
denitrifikatorler karakterize edilmistir. Buna ek olarak, N2O net {iretiminin nitritten
daha fazla oksijenden etkilendigi gorilmistir. Aslinda, N;OR, 6nceki indirgeme
adimlarina kiyasla oksijen tarafindan kuvvetli bir sekilde engellenirken, nitrit, NaR ve
NiR icin daha onemli oldugu gozlemlenmistir. NO, birikiminin tahmini ve N;O
emisyonunun  denitrifikasyon  verimliligi, denitrifikasyon yapan bakteri
populasyonunun optimizasyonu icin gostergeler olarak kullanilabilir oldugu
gozlemlenmistir. Dolayisiyla kismi denitrifikasyonda N2O birikimini saglayan sartlarin

optimizasyonu icin calismalara basamak olusturmustur [13].
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2.3.1. N0 Uretimini Etkileyen Faktorler

N,O dretiminin ana kaynaklarini ve yollarini belirlemek, ¢alismalarda, N;O
Uretimine yol agan anahtar faktorler Uzerinde yararli olmustur. N,O Uretimini
kontrol etmek ve azaltmak igin, atik su aritma tesislerinin gergekte isletiimesi
sirasinda (WWTP'ler) N2O Uretimine yol agan anahtar faktoérler iyi yonetilmelidir.
Dolayisiyla, atik sudan azot uzaklastirilmasi sirasinda N2O emisyonuna neden olan
baslica faktorler literatlirde DO, vyiksek amonyak konsantrasyonu, nitrit
konsantrasyonu, diisik KOi/NO- NOx orani ve kisa SRT. Bu nedenle, sadece ana
kaynaklari tanimlarken ve ayrica N,O (retimine yol agan anahtar faktorleri

belirlerken, diisiik N2O Uiretimi olan atiksu aritma islemleri gelistirilebilir [6].

2.3.2. Kismi Denitrifikasyon Yapan Tiirler

Denitrifikasyon islemini gerceklestiren mikroorganizmalar genellikle fakiltatif
aeroblardir. Fakiltatif aeroblar oksijenin varliginda aerobik oksidasyon yaparlarken,
ortamda sadece bagli oksijenin (nitrit ve nitrat) bulunmasi durumunda, nitrit ve
nitrati da elektron alici olarak kullanabilmektedirler. Hem ototrofik hem de
heterotrofik bakteriler denitrifikasyon yapabilmektedir. Denitrifikasyon yapabilen
heterotrofik ~ mikroorganizmalarin  basta gelen cinsleri  Achromobacter,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Chromobacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Hypomicrobium, Moraxella,
Neisseria, Paracoccus, Propionibacterium, Pseudomonas, Rhizobium,
Rhodopseudomonas, Spirillium ve Vibrio olarak sayilabilmektedir [12]. Bunlardan

Pseudomonas tiirleri atik su aritma tesislerinde en yaygin olarak karsilasilanlaridir.

2.3.3. Son Uriin N20’nun Enerji Amagh Kullanimi

N20’nun baslica insan yapimi kaynaklari nitrik asit, glioksal asit ve adipik asit
Uretimi ile elektronik sanayisinde slplriici gaz olarak kullanimidir. N2O gazinin
diger onemli kaynagi yliksek miktarda nitrojen igerikli kirleticinin sudan aritildigi atik

su aritim tesisleridir. Bircok denitrifikasyon bakterisi aerobik kosullarda N yerine
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N,O Uretmektedir. Bu 6nemli sera gazinin enerji kaynagi olarak kullanilarak hem
saliniminin  azaltiimasi hem de enerji kaynagl olarak kullaniimasini 6ngoren
calismalar mevcuttur.

N2O’nun 1sil ayrismasinin ekzotermik olmasi asagidaki tepkimeyi;

N,O =1/20,+ N2 AH=-82 kJ/mol (2.3)

Diger bir enerj amagh kullanim N2O’nun metan ile birlikte yakilmasi olarak
tanimlanmistir. Oksijenle yakilmaya oranla N2O’nun kullanimi yaklasik mol basina

300 kJ daha fazla enerji vermektedir.

CH4+4N,0 - CO2 + 2H,0 () + 4 N, AH=-1219 kJ mol (2.4)

CH4+20,> CO; +2H,0 AH =-890 kj/mol (2.5)

Nitrojen gideriminde denitrifikasyondan 6nce anaerobik kosullarin saglanmasi
amaciyla ¢oziinmus oksijenin tamamen ortamdan c¢ekilmesi zordur, bu nedenle
mevcut sistemlerde N,O gazi agiga ¢cikmaktadir. Scherson et. al 2013 yilinda yapmis
olduklari c¢alismada katalitik olarak N; ve O;'ye donistirerek veya CHa'ln
dekompozisyonunda kullanarak N;O gazindan enerji elde etmeyi basarmislardir
[14]. Bu ¢alismalarda N2O'nin N0 ya kismi heterotrofik indirgenmesinde bakteriler
tarafindan depolanan PHB elektron vericisi olarak yararlaniimistir. Aktif camurdan
elde edilen bakteriler asetat ve nitrit ile farkli sekillerde beslenenerek kismi
denitrifikasyonun basarisi takip edilmistir. Bakterilerin surekli olarak asetat ve nitrit
ile beslendiginde N>O Uretilmedigi gdzlenmistir. Ortama verilen nitrojen kaynagi ve
ne sikhkla verildigi bakteri poptilasyon dengesini etkilemektedir. Denitrifikasyon
prosesinde ortamda bulunan denitrifikasyon bakterilerinin cesidi ve orani salinan
N0 gazinin miktarini etkileyen bir faktordir. Bu bakterilerin belirlenmesi, Gretimi ve
saklanmasi sayesinde N>O’nun etkin bir sekilde N2'ye indirgenebildigi veya enerjiye
donistirdlmek Uzere Uretiminin amaglandigi tam veya kismi denitrifikasyon
proseslerinde kullanilabilecek islevsel ve etkin denitrifikasyon bakteri kaynagi

olusturulmus olmayi saglamasi amaclanmaktadir [14].
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3. MATERYAL METOT

3.1. Deneysel Sistem

Bu ¢alismada kismi denitrifikasyon ile N2O Uretimini artiran besleme sartlari ve
olusan mikroorganizma cesitlilgini belirlemek amaciyla 100 ml'lik kesikli

biyoreaktorler kullanilarak deneyler gergeklestirilmistir.

3.1.1. Kesikli Biyoreaktor

Kullanilan kesikli biyoreaktorler 100 ml.’lik septumlu cam siseler olup, aktif
kullanim hacmi 30 ml. olacak sekilde kontollii 2 sistem seklinde dizenlenmistir.
Kesikli biyoreaktorlerin karistirma islemi Shel Lab Shaking inkibatoér ile 150 rpm de
sicakhgl 35 °C olarak sabitlenerek deneysel diizenek gergeklestirilmistir. Kullanilan

kesikli biyoreaktor diizenegi Sekil 3.1'de gorilmektedir.

Sekil 3.1: Kesikli biyoreaktor dizenegi.
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3.1.2. Biyoreaktoriin Asilanmasi ve Besiyeri ile Ortam Kosullarinin
Hazirlanmasi

Kesikli biyoreaktdér, Gebze Teknik Universitesi Cevre Mihendisligi
labaratuvarinda anaerobik olarak galistirilan reaktoriin ¢ikis suyundan 1 ml. alinip
asilanarak, belirlenmis sartlarda farkli karbon azot oranlarina gére hesaplanarak
hazirlanmis sentetik besiyeri ve bu sartlara alistirlmis mikroorganizmalarca
zenginlestirilmis kiltar ile igletilmistir. Anaerobik fazi olusturmak igin deneysel
diizenekten 30 dk. sire ile argon gazi gecirilerek ortam oksijensizlestirilmistir. Kesikli

biyoreaktorin oksijensizlestirme islemi Sekil 3.2’ de gortlmektedir.

Sekil 3.2: Kesikli biyoreaktoérlerin argon gazi ile oksijensizlestirilmesi.

3.2. Kesikli Biyoreaktoriin Calisma Sartlari ve Siireleri

Baslangigta kararl duruma ulagmak igin elektron vericisi olarak NaCH3zCOO 532
mg KOI L ve eloktron alicisi olarak NaNO ile isletildi.

Teorik olarak gereken KOi icin kullanilan sodyum asetat miktarini C: N orani 1
ve C: N orani 2.5 olacak sekilde ayarlanarak ikili sistem isletime konuldu. Kesikli
biyoreaktorde denitrifikasyon bakterilerini zenginlestirmek igin hazirlanan Minimal

Besiyeri ¢cozeltisi deneyleri asagida Tablo 3.1’de gdsterilmistir.
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Tablo 3.1:

Kesikli biyoreaktorlerdeki nitrit beslemeli besiyeri ve ortam kosullari.

Deney Minimal Medium iz Elementler NO>-N Sicakhk pH
Seti (x10%3) (mg/L) (°C)
1. 0,3418 g 02g 100 35 7
C/N=1 CH3COONa CaCl-2H,0
1,360 g KH2PO4 0,1lg
1,097 g K2HPO4 FeS0O4-7H,0
0,100 g 0,05g
MgS04-7H20 MnS04-H,0
0,49 g NaNO; 0,0l1lg
1000 ml H,0 CuS04-5H,0
100 ml
0,1 N HCI
2. 0,8545¢g 02g 100 35 7
C:N=2,5 CH3COONa CaCl-2H,0
1,360 g KH2PO4 0,1g
1,097 g K2HPO4 FeS04-7H,0
0,100 g 0,05g
MgS04-7H20 MnSO4-H,0
0,49 g NaNO; 0,01g
1000 ml H20 CuS04-5H20
100 ml
0,1 N HCl

Tablo 3.1’deki gibi hazirlanan besiyeri ve ortam kosullarinda oksijensiz
ortaminin saglanmasi icin 1 g sistein amino asiti (besiyerindeki konsantrasyon
olarak) ve oksijen indikatorii olarak 1 ml resazurin ilave edilip sentetik besiyerleri
hazirlanmistir. Hazirlanan sentetik besiyerler, 100 ml.’lik septum kapakli cam serum
siselere (kesikli biyoreaktorler) 30 ml. hacimde olacak sekilde konularak, 121 °C'da
(15 psi basingta) otoklavda sterilizasyonu yapilip disaridan gelecek mikroorganizma

yuki azaltilmaya calisiimistir. Daha sonra kesikli biyoreaktorlerin igerisindeki
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sentetik besiyerleri oksijensizlestiriimesi icin argon gazi ile 30 dk. siplirme islemi
yapilmistir. Sentetik besiyerlerin igerisine konan sistein ve resazurin ile ortamdaki
oksijen varhigi tespit edilmistir. ilk basta mavi renkte olan besiyerleri saf argon gazi
ile sipurilmesinin ardindan normal seffaf rengine donerek oksijensizlestirme islemi
tamamlanmistir. Tamamiyla oksijensizlestirilen kesikli biyoreaktér deney setleri
icerisine, Gebze Teknik Universitesi Cevre Miihendisligi labaratuvarinda anaerobik
olarak cahlstirilan reaktoriin cikis suyundan 1 ml. alinip asilama vyapilarak
mikroorganizmalarca zenginlestirilmis klltir ile 3 glin boyunca 35 °C’ de 150 rpm de
calkalanarak isletilmistir.

iki farkli C: N orani kesikli biyoreaktdr deney setleri inkiibasyonun herbiri igin
U¢ gin boyunca belirli saat araliklarinda ODgsgo ‘de absorbans degerleri okunarak
mikroorganizma yogunlugu oOl¢lilmustdir.

Kesikli biyoreaktoér deney sisitemindeki ikinci denemesinde baslangicta kararh
duruma ulasmak icin yine elektron vericisi olarak NaCH3COO 532 mg KOi L%,
eloktron alicisi olarak KNOs ile isletildi.

Teorik olarak gereken KOI icin kullanilan Sodyum Asetat miktarini C: N orani 1
ve C: N orani 2.5 olacak sekilde ayarlanarak ikili sistem isletime konuldu.

Tablo 3.2’deki gibi hazirlanan besiyeri ve ortam kosullarinda oksijensiz ortaminin
saglanmasi icin yine Nitrit beslemeli hazirlanan besiyerlerinde oldugu gibi 1 g sistain
ve 1 ml. resazurin ilave edilip sentetik besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan sentetik
besiyerler, 100 ml.’lik septum kapakli cam serum siselere (kesikli biyoreaktorler) 30
ml. hacimde olacak sekilde konularak, 121 °C'da (15 psi basinc¢ta) otoklavda
sterilizasyon yapilmistir. Daha sonra yine kesikli biyoreaktorlerin igerisindeki
sentetik besiyerleri oksijensizlestirilmesi icin argon gazi ile 30 dk. slUplirme islemi
yapiimistir. Sentetik besiyerlerin icerisine eklenen sistain ve resazurin indikatorleri
ile ortamdaki oksijen varhigi tespit edilmistir. Tamamen oksijensizlestirilen kesikli
biyoreaktorler yine Gebze Teknik Universitesi Cevre Miihendisligi labaratuvarinda
anaerobik olarak calistirilan reaktoriin cikis suyundan 1 ml alinip asilama yapilarak
mikroorganizmalarca zenginlestirilmis kiltir ile 3 glin boyunca 35 °C’ de 150 rpm de

calkalanarak isletilmistir.
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Tablo 3.2: Kesikli biyoreaktdrlerdeki nitrat beslemeli besiyeri ve ortam kosullari.

Deney Minimal Medium iz Elementler NOs™-N Sicakhk pH
Seti (x103) (mg/L) (°C)
1. 0,3418 g 02g 100 35 7

C/N=1 CH3COONa CaCl-2H,0
1,360 g KH2POg4 01lg

1,097 g K2HPO4 FeS0O4-7H,0
0,100 g 0,05¢g

MgS04-7H20 MnS04-H,0
0,72 g KNO3 0,01g

1000 ml H,0 CuS04-5H,0

100 ml

0,1 N HCI
2. 0,8545 g 02g 100 35 7

C:N=2,5 CH3COONa CaCl-2H,0
1,360 g KH2PO4 0,1g

1,097 g K2HPO4 FeSO4-7H,0
0,100 g 0,05g

MgS0O4-7H20 MnS04-H,0
0,72 g KNO3 0,01g

1000 ml H20 CuS0O4-5H20

100 ml

0,1 N HCI

3.3. Kesikli Biyoreaktdrde Siirekli izlenen Parametreler

3.3.1. AKM Ol¢iimii

Uygun havalandirmasi yapilmis camur homojen olacak sekilde karistirilmistir.

Onceden desikatérde nemini almak icin beklettigimiz 0,45 por ¢apina sahip filtre

kullanilarak 10 ml. numune siiziilmistir. KO élcimi icin stziintd kullanilmistir.
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Filtre kagidi Gizerinde kalan kalinti 105 °C de 1 saat bekletilmistir bu siire sonunda
filtre kagidi tartilmisitr. Tartim degerinden filtre kagidinin bos agirlik degeri

cikartilarak AKM miktari hesaplanmistir. AKM hesabi esitlik (3.1)’de gosterilmistir.

mg) _son tartim-ilk tartim (mg)

AKM | —
( L stiztilen hacim (L) (3.1)

3.3.2. KOIi Olgiimii

KOI tayini AKM analizi sonucu elde ettigimiz stiziinti kullanilarak yapilmistir.
KOi>400 oldugunu tahmin ettigimiz numunelere seyreltme yapilmistir.

iki cam tiipe 2,5 ml. numune (2x2,5ml.), diger ikisine 2,5 ml. saf su (2x2.5ml.)
eklenmigtir. Tuplerin her birisine 1.5 ml. pargalama ¢o6zeltisi (0,01667 M potasyum
dikromat), 3,5 ml. silfirik asit reaktifi eklenip kapaklari sikica kapatiimistir. Daha
sonra tiipler 150 °C’ de 2 saat termoreaktére konulmustur. iki saat sonra alinan
numuneler oda sicakligina sogutulmustur. Tipler titrasyonun kolay yapilmasi igin
cam beherlere bosaltiimistir. icerisine 0,10 ml. (2 damla) ferroin indikatérii ilave
edilmistir. Standardize edilmis 0.025 M demir amonyum silfat (FAS) ile titre
edilirken karistirilmistir. Mavi-yesilden kirmizimsi kahveye déndiigli an eklenen FAS

miktari not edilmistir. KOi hesaplamasi esitlik (3.2)’de gdsterilmistir.

. (/mg (A —B).M.8000
KOI |— ) =
( L ) mL numune (3.2)

Denklemde A, sahit icin kullanilan FAS (ml); B, Numune i¢in kullanilan FAS (ml);
M, FAS’ in molaritesi (0,025 M) ve 8000 ise oksijenin miliequivalent agirhgi x 1000

ml/L olarak belirtilmistir.
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3.3.3. pH Ol¢iimii

Numunenin pH 8l¢iimii icin WTW pH720 marka pHmetre kullaniimistir. Olciim
sirasinda numune yavasca karistirilarak, elektrotlarla numunenin dengeye gelmesi
saglandi. Elektrotlar standart tampon ¢ozeltilere veya diger iyonik glicti yliksek olan
¢ozeltilere batirildiktan sonra temizlendi ve numuneye batirildiginda 1 dk. slreyle
bekletildi. Bekletme isleminden sonra elektrotlar kurulanip beherin igerisindeki bir

miktar numunenin igerisine batirilarak, pH degeri okunmustur.

3.3.4. Nitrat Ol¢iimii

Deney calismalarinin ilk asamasinda nitrat konsantrasyonu Spektrofotometrik
Nitrat Analizi yontemi ile olclilerek belirlenmistir. Potasyum nitrat ¢ozeltisi (10 mg.
NOs3-N/L); 0,0722 g susuz KNOs saf su ile ¢ozilerek 1l'ye tamamlanmistir.
Hidroklorik asit (1 N); %37’lik HClI'den 2,0725 ml. alinarak saf su ile 25 ml.’ye
tamamlanmistir.

Hazirlanan KNO3s ¢ozeltisinden 5 farkh balon jojeye sirasiyla 1, 2, 4, 7 ve 10 ml.
alinarak her bir balon saf su ile 50 ml’ye tamamlanmistir. (Her bir balonda sirasiyla
0,2-0,4-0,8-1,4 ve 2 mg NOs-N/L olacak sekilde). Uzerlerine 1 ml. HCl eklenerek
(asidifikasyon islemi hidroksil ve karbonat iyonlarinin analize girisim yapmasini
onlemek icin gereklidir). Cozeltiler iyice karistirildiktan sonra tek tek quartz kivete
aktarilarak spektrofotometrede saf suya karsi 220 nm dalga boyunda okunmustur.
Kalibrasyon egrisi olusturmak icinde okuma islemleri bittikten sonra numune
konsantrasyonlarina karsi okunan absorbans degerleri grafige gecilerek dogrusal bir
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Numune olciimleri icin balon jojeye numuneden
asiri seyreltikse 50 ml. konuldu, degilse bir miktar alinip saf su ile 50 ml.'ye
tamamlandi, Gstine 1 ml. HCI eklenerek 220 nm dalga boyunda absorbans degeri
okundu. Numune Olciimiinden elde edilen absorbans degeri kalibrasyon egrisi
denkleminde yerine konularak o absorbansa karsi gelen NOsz-N konsantrasyonu
belirlenmistir.

Deney calismalarinin ikinci asamasinda nitrat konsantrasyonu o&lciimleri igin

iyon kromotografisi (Prominence HIC-SP, Shimadzu) ile analiz edildi. Kolon olarak
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Shim-pack IC-SA2 (4 mm i.d. x 250 mm uzunluk, Shimadzu), 1.0 ml / dakika bir akis
hizinda ve sicakligi 30 ° C'de ayarlanmis bir iletkenlik dedektori ile konsantrasyonu
1.8 mM NaxCOs3 ve 1.7 mM NaHCO3'lik elisyon hazirlanarak deney setlerindeki

numunelerin nitrat konsantrasyonu olgtimleri yapildi.

3.3.5. Nitrit Ol¢iimii

Nitrit konsantrasyonu hem Spektrofotometrik Nitrit Analizi yontemi hem de
lyon kromotografisi ile élciim yapilarak belirlenmistir. Spektrofotometrik Nitrit
Analizi yonteminde renk gelistirici ayra¢ (color reagent) olarak 800 ml. distile su
icerisine 100 ml %85’lik fosforik asit ve 10 g silfanilamid eklenmistir. Sulfanilamid
tamamiyle c¢ozildikten sonra 1 g N-(1 naphthyl)-etilendiamin dihidroklorid
eklenmistir. Cozilliinceye kadar karistirilir ve 1 litreye tamamlanmistir. Stok nitrit
¢Ozeltisi icin 1.232 g. NaNO; distile suda ¢Ozlilmistir ve 1000 ml.'ye
tamamlanmistir. Ara stok nitrit ¢ozeltisi icin Stok nitrit ¢ozeltisinden 50 ml alarak
distile su ile 250 ml'ye tamamlanmigtir. 1.00 ml= 50.0 pg N. glinlik olarak
hazirlanmistir. Standart nitrit ¢ozeltisi nitrit ¢dzeltisinden 10 ml. alinarak 1000 ml’ye
tamamlanmistir. 1.00 ml= 0.5 pg N. Ginlik olarak hazirlanmistir.

Nitrit konsantrasyonu olciimleri icin iyon kromotografisi (Prominence HIC-SP,
Shimadzu) ile analiz edildi. Kolon olarak Shim-pack IC-SA2 (4 mm i.d. x 250 mm
uzunluk, Shimadzu), 1.0 ml / dakika bir akis hizinda ve sicakhgi 30 ° C'de ayarlanmis
bir iletkenlik dedektori ile konsantrasyonu 1.8 mM NazC03 ve 1.7 mM NaHCOs'lik
elisyon hazirlanarak deney setlerindeki numunelerin nitrit konsantrasyonu

Olclimleri yapildi.

3.3.6. Gaz Ol¢iimleri

Deney calismalarimiz asamasinda kesikli biyoreaktordeki kismi denitrifikasyon
sonucunda ¢ikan; CO3, N20, O ve N3 gazlarin 6lglilmesi isleminde, GC/TCD kullanildi.
GC/TCD metodu su sekilde olusturulmustur:

Referans akim ArCH, ile saglanarak Agilent 19095 P_ MSO Katalog numaral

(30mx530umx50micron) Molekiler Sieve Kolonu ve 0.54mm c¢apinda, 15m
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uzunlugunda PlotQ Kolon, kullanilmistir. Firin sicakhgl baslangicta 35°C olarak
ayarlandi ve 40°C/dk. ile 120 °C'ye ulasdi. Enjektor sicakhgi 150 °C, detektor sicakhigi
200 °C, mod split olarak ayarlanip, kolondaki akis 10 ml/dk. 'da tutularak 6lgiim
yapilmisir. Olusturulan metodun valf acilis kapanis zamanlari; 0.01 dk’da Valf 1 agik,
1.50 dk’da valf 1 kapali, 3.20 dk’da valf 2 acik, 4.50'de valf 2 kapali olarak
ayarlanmistir. Cikan gazlarin ¢ikis stireleri su sekilde siralanmaktadir; CO; gazi 3.60

dk’da, N2O gazi 3.90 dk’da, O, gazi 6.80 dk’da, N2 gazi 8.10 dk’da olacak sekildedir.

3.4. Kesikli Biyoreaktordeki Tiirlerin Teghisi

ilk asamada Gebze Teknik Universitesi Cevre Mihendisligi Boélimii
Labaratuvarinda isletilen aneorobik reaktori icerisinde yer alan bakteri profilini
gormek icin %0,9 NaCl izotonik ¢ozeltide seri seyreltme yapilarak hazirladigimiz kati
besiyerlerine ekimler yapilmistir. Besiyeri bilesimine giren maddeler; CH;COONa
1,28 g/L, KH,PO4 0,092 g/L, K2HPO4 0,7516 g/, MgS04-7H,0 0,2 g/L, NaNO, 0,2 g/L,
CaCly-2H20 0,2 g/L, FeS04-7H20 0,1 g/L, MnSO4-H20 0,05 g/L, iz elementler olarak
CuS04-5H,0 0,01g/L, 0,2 gCaCl,-2H,0, 0,1g FeS04-7H,0, 0,05 MnS04-H,0, 0,01g
CuS04-5H,0 100 ml 0,1 N HCl ve agar 14g/L, ayri ayri tartilarak, su icinde ¢6zuldi ve
sterilize edilip, plastik pedri kaplarina dagitilarak bir glin bekletildi. Anaeorobik
kesikli biyoreaktérden alinan érnek aneorobik kabin icerisinde 103,10 oranlarinda
seyreltilerek hazirlanan petrilerdeki kati besiyerlerine, yayma yontemi ile ekilmis ve
3- 4 giin 37 °C etlivde inkiibe ederek koloni olusumu gozlenmistir. Ayni islemi 72
saat nitrit ve karbon azot oranlari farkli; C: N=1, C: N=2,5 olarak besledigimiz (her
birinden ikiserli grup seklinde 4 deney seti olacak seklinde) kesikli biyoreaktorlerden
alinan ornekler icin de tekrarlanmistir. C: N oranlari farkliliklarinin bakteri profili
Uzerindeki etkisi incelendi. Biyoreaktorlerden alinan ornekler anaerobik kabinde
Sekil 3.3’de kati besiyerlerine ekilmis ve farkli morfolojilere sahip koloniler izole

edilmistir.
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Sekil 3.3: Aneorobik kabin igerisinde tlrlerin ekimi.

3.4.1. Tiirlerin izolasyonu

Anaerobik kabinde kati besiyeri lizerinde bliylyen karisik koloniler incelenmis
ve birbirinden morfolojik olarak farkli olanlar steril kiirdan kullanilarak yeni bir kati
besiyerine cizme ekim yontemi ile aktarilmistir. 3-4 giin 37 C de inkibasyondan
sonra buyilyen kilturlerin saf olup olmadigi kontrol edilmis, safsizhk gorilen
kiiltirlerdeki koloniler tekrar taze kati besiyerine ekilerek mikroorganizmalar saf
halde elde edilmistir. Elde edilen bu saf kiiltirler tir tayini amaciyla sivi besiyerinde

Uretilmis ve genomik DNA’lari izole edilmistir.

3.4.2. Genomik DNA izolasyonu ve Tiir teshisi

Genomik DNA izolasyonu icin sivi besiyerine asilanan hicreler biyGtilda.
Hicre konsantrasyonu yaklasik 2x10° bakteri konsantrasyonuna ulastiginda sivi
besiyerinden 1,5 ml alinarak 10 dk. 5000xg’de ¢okturildi. Sivi kisim atildi kati
kismina(pelet) 180 pl pargalama ¢ozeltisi eklendi ve 20ul proteinase K ¢ozeltisi
eklendi ve homojen olacak sekilde karisgtirici ile karistirildi daha sonra numune 56
°C’de 30 dk. hiicrelerin pargalanmasi i¢in su banyosunda bekletildi. 20ul rndase A
cozeltisi eklenerek 10 dk. oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 200pl lysis ¢ozeltisi
numuneninizerine eklendi homojen c¢ozeltisi elde edilenerek (15 sn. kadar)

karistiricida karistirildi. 400 pl %50 etenol eklendi ve pipet ile numune karistirildi.
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GenelET genomik DNA saflastirma kolonuna numune eklendi sonra bu kolon
6000xg’de 1 dk. santiriftj yapildi. Sivi kissm atilarak kolonun igine 500ul yikama
cozeltisi eklendi ve 8000xg’de 1 dk. santiriflij yapildi. Sivi kisim atildi ve kolonun
icine tekrar 500ul yikama ¢ozeltisi 2 (Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA
Purification Kit marka cozeltileri kullanildi) eklendi 12000xg’de 3dk. santirifij
yapildi. Sonra kolonun Uzerine eliisyon c¢ozeltisi eklenerek 2 dk. oda sicakliginda
inkiibe edildi. En son 8000xg’de 1 dk. santiriflij edilerek kolona tutunan genomik
DNA indirildi. Bu sivi kisim -20°C’de kullanima hazir sekilde saklandi. Elektroforez de
saflastirilan genomik DNA’lardan 2 ul alinarak etidyum bromid igeren agoroz jelde
yurataldi. Genomik DNA konsantrasyonu UV altinda incelendi Sekil 4.19'da
goriilmektedir. izole edilen mikroorganizmalara ait bu genomik DNA’lar 16SrRNA tiir
tayini icin Refgen Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji Ltd. Sti. labaratuvarina

gonderilildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Besiyeri ve Ortam Kosullarinin Bakteri Bilyiime Kinetigine

Etkisi

4.1.1. Nitrit ile Beslenen Kesikli Biyoreaktorde Bakteri Biiylime Kinetigi

Kesikli biyoreaktorlerdeki besiyerleri belirlenmis sartlarda; 30 ml. hacimli
septumlu siseler 30 dk. saf argon gazi ile stpurilerek besiyerlerinin ¢ozinmis
oksijen miktari azaltilmitir. Ayrica, azot kaynagi olarak nitritin varliginin N2O gazinin
ctkmasina sebep olan etkenlerden olmasi nedeniyle nitrit beslemeli olacak sekilde,
pH seviyeleri 7 olarak sabitlenmis ve C: N farkli karbon azot oranlarina gore
hesaplanarak hazirlanmis sentetik besiyerleri kontollii ikiser grup seklinde 4 deney
seti (Nitritl. — Nitiritl C: N=1 ve Nitrit2. — Nitrit2 C: N=2.5) ve maruz birakilan
mikroorganizmalarca zenginlestirilmis kaltar ile isletilmistir. Kesikli
biyoreaktorlerdeki belirlenen bu ortam sartlarina gére mikroorganizmalarin biyime
kinetigi, yaklasik olarak 156 saat boyunca beli araliklarla alinan 6érneklerle numune
Olclimleri labaratuvardaki spektrofotometre (Cintra 20 UV visible Spectrafotometr)
ile olcilmiis ve kismi denitrifikasyon yapan mikroroganizmalarin gelismeleri
gozlemlenmistir. Kesikli biyoreaktorlerdeki bliyiime kinetigi tablosu Tablo 4.1’de ve
Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekild.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5'de blylime kinetigi grafikleri

verilmigtir.
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Tablo 4.1: Kontrolli ikiser grup halinde 4 deney seti seklindeki kesikli
biyoreaktorlerdeki biiyiime kinetigi.

Zaman Setl Set 2 Set 3 Set 4
(saat) Nitrit 1. Nitrit 1 Nitrit 2. Nitrit 2
(C: N=1) (C: N=1) (C: N=2.5) (C: N=2.5)
Absorbans Absorbans Absorbans Absorbans
0 0 0 0 0
28 0,1183 0,1596 0,2078 0,1258
54 0,1581 0,1351 0,2083 0,1481
81 0,1537 0,1386 0,2209 0,1756
108 0,1624 0,1334 0,2342 0,1244
132 0,1593 0,1409 0,2781 0,1352
156 0,1407 0,1481 0,2615 0,1218
Nitrit 1. (C:N=1)
0,18
0,16
0,14
@ 0,12
_‘E" 0,1
2 0,08
2
< 0,06
0,04
0,02
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zaman ( Saat)

Sekil 4.1: Set 1- Nitrit 1. C: N=1 olan kesikli biyoreaktérdeki mikroorganizma bliyiime

grafigi.
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Nitrit 1 (C:N=1)

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Absorbans

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Zaman ( Saat)

Sekil 4.2: Set 2-Nitrit 1 C: N=1 olan kesikli biyoreaktordeki mikroorganizma biyime
grafigi.

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 de goruldigu Uzere, Set 1- Nitrit 1. C: N=1 olan kesikli
biyoreaktordeki ve Set 2-Nitrit 1 C: N=1 olan kesikli biyoreaktordeki mikroorganizma
bliyiime aktivitesi 156 saat icerisinde mikroorganizmalarin bliyimesi belirli kurallara
uymakta oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, bazi kosullar altinda inkiibasyon sonunda
beklenen mikroorganizma blylmesi degisik evrelerde gerceklesmistir. Ancak
baslangicta yapilan bu deney setlerinde migroorganizmalarin bliyiimesi esnasinda
gerceklesen evrelerden olan adaptasyon safhasina rastlanamamistir. Bu safhanin
mikroorganizmalarin  kesikli biyoreaktére adaptasyon safhasi olup isletilen
biyoreaktorlerin hacimsel olarak kiglk olmasindan dolayi siklikla numune alimi
gerceklestirilemediginden o safhayi gozlemleyemedik. Fakat adaptasyon safhasi
gorilebilmesi icin ikinci asamada bir deney dizenegi daha hazirlanarak ve Azot

kaynagi olarak potasyum nitrat kullanilip Sekil 4.6’de, Sekil 4.7’ de goézlemlenmistir.
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Nitrit 2. (C:N=2.5)
03
0,25
0,2
0,15

Absorbans
o
=

0,05

0 50 100 150 200

Zaman (Saat)

Sekil 4.3: Set3-Nitrit 2. C: N=2,5 olan kesikli biyoreaktérdeki mikroorganizma
blylme grafigi.

Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de goruldugi gibi Set 3-Nitrit 2. C: N=2,5 olan kesikli
biyoreaktordeki ve Set 4-Nitrit 2 C: N=2,5 olan kesikli biyoreaktordeki
mikroorganizma blylime aktivitesi 156  saat icerisinde beklenen
mikroorganizmalarin bliyimesi belirli kurallara uymakta oldugu gozlenmistir. Farkh
C: N oranlarindan dolayr daha fazla hiicre ¢ogalmasi gozlemlenmistir, 28. saat
sonunda C: N=2.5 olan deney Seti 2’de daha fazla hiicre ¢ogalmasi ile absorbans

degeri 0,21 olurken, C: N=1 olan deney Seti 1’de absorbans degeri 0,12 olarak

Olgllmustir.
Nitrit 2 (C:N=2.5)
0,2
0,15
(%]
c
3
0,1 S
3
<
0,05
0
0 50 100 150 200
Zaman ( Saat )

Sekil 4.4: Set 4-Nitrit 2 C: N=2,5 olan kesikli biyoreaktdrdeki mikroorganizma
blylime grafigi.
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o e
[ N)

Absorbans

o
'\
=

50 100

Zaman ( Saat)
—— Nitrit 1. (C:N=1)

Nitrit 2. (C:N=2.5)

Mikroorganizma Biiyiime Kinetigi

—A— Nitrit 1 (C:N=1)
—a— Nitrit 2 (C:N=2.5)

150 200

Sekil 4.5: Kesikli biyoreaktorlerdeki mikroorganizmalarin blyime grafigi.

Sekil 4.5’de tim deney setlerindeki kesikli

biyoreaktorler igin Olgulen

absorbans degerleri mikroorganizmalarin biylme aktiviteleri olarak verilmistir.

4.1.2. Nitrat ile Beslenen Kesikli Biyoreaktorde Bakteri Biiyiime

Kinetigi

Kesikli biyoreaktor deney sisitemindeki ikinci denemesinde C: N=1 ve C: N=2.5

oranlarinda ve farkli azot kaynagi olarak KNO3 kullanilarak kontollli olacak sekilde 2

deney seti (Nitratl C: N=1 ve Nitrat2 C: N=2.5) tekrar ayni anaerobik ortam kosullari

saglanarak ve maruz birakilan mikroorganizmalarca zenginlestirilmis kultir ile

isletilme konulmustur. Kesikli biyoreaktorlerdeki belirlenen bu ortam sartlarina gére

mikroorganizmalarin blylime kinetigi, yaklasik olarak 72 saat boyunca belli

araliklarla alinan orneklerle numune olcimleri labaratuvardaki spektrofotometre

(Cintra 20 UV visible Spectrafotometr) ile olcilmis ve kismi denitrifikasyon yapan

mikroroganizmalarin gelismeleri gozlemlenmistir (Sekil 4.6) ve (Sekil 4.7). Kesikli

biyoreaktorlerdeki bliyiime kinetigi tablosu Tablo 4.2’de gosterilmistir.
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Tablo 4.2: Nitrat beslemeli kesikli biyoreaktdr deney setinin biiyiime kinetigi.

Zaman (saat) Nitrat 1 (C: N=1) Nitrat 2 (C: N=2.5)
0 0,024 0
2 0,05 0,012
4 0,00 0,017
6 0,003 0,006
12 0,00 0,00
24 0,108 0,14
28 0,119 0,208
30 0,145 0,192
34 0,119 0,177
36 0,136 0,164
38 0,121 0,207
48 0,125 0,247
50 0,11 0,229
54 0,091 0,204
56 0,101 0,249
58 0,107 0,238
60 0,134 0,229
72 0,112 0,239
Nitrat 1 (C:N=1)
0,2
0,15
g 01
[]
é 0,05
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
005 Zaman (Saat)

Sekil 4.6: Nitrat 1 C: N=1 olan kesikli biyoreaktérdeki mikroorganizma biliyiime
grafigi.



Nitrat 2 (C:N=2.5)
0,3
0,2
[7,]
[=
8 01
2
2 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
-0,1
Zaman (Saat)

Sekil 4.7: Nitrat 1 C: N=2.5 olan kesikli biyoreaktordeki mikroorganizma biyime
grafigi.

Nitrat Beslemeli Mikroorganizma Bilyiime Kinetigi
0,3
0,2

0,1

Absorbans

0 10 20 30 40 50 60 70 80

0,1
Zaman (Saat)

—e—Nitrat 1 (C:N=1) —@— Nitrat 2 (C:N=2.5)

Sekil 4.8: Nitrat beslemeli ortamda mikroorganizma bliyiime grafigi.

Sekil 4.6’de, Sekil 4.7'de ve Sekil 4.8’de incelendiginde C: N=1 olan nitrat 1
kesikli biyoreaktoriindeki mikroorganizmalarin C: N=2.5 olan nitrat 2 kesikli
biyoreaktoriindeki mikroorganizmalara kiyasla daha yavas bir hizda Uredikleri
gorilmektedir. Mikroorganizmalar her iki ortamda da yaklasik 10 saat alisma
fazindan sonra logaritmik olarak buylimeye baslamislardir. Logaritmik tGreme fazi
15-20 saat civarinda devam etmis olmasina karsin mikroorganizma

konsantrasyonunun yogun olmadigi gériilmektedir.
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4.2. Karbon Kaynaginin Denitrifikasyon Kinetigine Etkisi

4.2.1. Karbon Kaynaginin Nitrit indirgenmesine Etkisi

Denitrifkasyon yetenegi oldugu dlsunilen bakterilerin bulundugu kesikli
biyoreaktorlerdeki 4 deney setindeki nitrit icerikli ve C: N orani farkli sentetik
besiyerlerindeki asilanmasi yapilmis olup baslangi¢taki NO;  -N konsantrasyonu 100
mg/L ye sabitlenerek 156 saatlik inkiibasyon sonucu NO; -N giderimine ait bulgular

Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.3: Farkli C: N oranlarina gore kesikli biyoreaktérdeki nitrit konsantrasyonu.

Zaman Set1 Set 2 Set 3 Set4
(saat) Nitrit1. Nitrit 1 Nitrit 2. Nitrit 2
(C:N=1) (C:N=1) (C: N=2.5) (C: N=2.5)
mg/L mg/L mg/L mg/L
0 109,00 109,00 106,00 106,00
28 27,00 10,97 16,96 15,55
54 1,21 11,66 1,20 0,00
81 1,15 11,46 0,00 0,00
108 0,00 0,00 0,00 0,00
156 0,00 0,00 0,00 0,00

Kesikli biyoreaktorlerin isletim siresinde 108. Saatden sonra nitrit, NO2-N
konsantrasyonu sifirlanmis ortamdan da bulunan nitritin tamami azot gazina
donistligli sonucu elde edilmis oldu. Karbon kaynagi olarak sodyum asetat
kullanildiginda ve farkh C: N oranlarinin kismi denitrifikasyon yapan bakteri
tirlerinin nitrit konsantrasyonu giderimi 4 deney seti icin ayri ayri sirasiyla Sekil 4.9,
Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12’de ve ayrica tim deney setlerinin nitrit NO2-N

konsantrasyonlari da Sekil 4.13’de verilmistir.
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Nitrit Konsantaryonu

Nitrit 1. (C:N=1) mg/L
120 L
-
100 >
80 £
£
60 %
e
40 £
3
20 s
X

0 ©
0 10 20 30 40 50) 60 70 80 90
Zaman ( Saat

Sekil 4.9: Set 1 kesikli biyoreaktorlerdeki nitrit konsantrasyon grafigi.

Biyolojik denitrifikasyon verimini arttirmak icin uygun karbon kaynaginin
segilmesinin  6nemine dikkat ederek ve ayni zamanda C: N oranininin
denitirifikasyon veriminin Gzerinde etkili oldugu géz onlinde bulundurarak ve
Ozellikle bir¢ok ¢alismalarda tespit edilen kultlrlerde disindlirek bu deney
setlerinde tek bir karbon kaynagi (sodyum asetat) kullanilmis ve C: N orani olarak 1

ve 2,5 olarak ayarlanmis ve nitrit ve nitrat konsantrasyonlarindaki degisimlerine

bakilmistir.
Nitrit Konsantrasyonu
Nitrit 1 (C:N=1) mg/L
120,00
100,00 -
S~
80,00 g
60,00 5
3
40,00 8
s
c
20,00 2
O o o
0,00 =
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zaman ( Saat)

Sekil 4.10: Set 2 kesikli biyoreaktorlerdeki nitrit konsantrasyon grafigi.
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[Ye]

Nitrit Konsantrasyonu
Nitrit 2 (C:N=2.5) mg/L
150,00 ( yme/
100,00
50,00
0,00 @
0 10 20 30 Za%oan (Saa%:o) 60 70 80

(mg/L)

Konsantrasyon

Sekil 4.11: Set 3 kesikli biyoreaktorlerdeki nitrit konsantrasyon grafigi.

Nitrit Konsantrasyonu

120,00 Nitrit 2. (C:N=2.5) mg/L

100,00
80,00
60,00
40,00

20,00

0,00 — o
10 20 30, 40 4f0 60 70 80

o
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Sekil 4.12: Set 4 kesikli biyoreaktorlerdeki nitrit konsantrasyon grafigi.

150,00 NITRIT KONSANTRASYONU

100,00

50,00

0,00

0 20 40 60 80
—@— Nitrit 1. (C:N=1) mg/Zaman ( Saat ) —@— Nitrit 1 (C:N=1) mg/L

Nitrit 2. (C:N=2.5) mg/L —&— Nitrit 2 (C:N=2.5) mg/L

Konsantrayon NO2 -N mg/ L

Sekil 4.13: Kesikli biyoreaktorlerdeki Nitrit Konsantrasyon grafigi.

Nitrit konsantrasyonundaki azalmalar her bir deney setinde 28. saatten sonra

sifirlandigi gbzlemlenmistir.
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4.2.2. Karbon Kaynaginin Nitrat indirgenmesine Etkisi

NOs  konsantrasyonunun fazla olmasi durumunda NO’nun, N;O’ye
donisimiini bile baskilandigi kaydedilmistir[15], [16]. Bu durum dikkate alinarak
deneyin ilk ¢alismalari asamasinda azot kaynagi olarak sadece nitrit ile besleme
yapilarak mikroorganizmalarin adaptasyon siresi azaltilmasina ve nitrit sifirlanmasi
icin gegen slirenin nasil degisim gosterdigine bakilmistir daha sonra NOs
konsantrasyonunun farkliliginin mikroorganizma adaptasyon siiresine etkisine
bakilmak Uzere deney setleri C:N=1 ve C:N=2,5 olacak sekilde yeniden hazirlanarak

nitrat konsantrasyonlarina Tablo 4.4’de goruldigu gibi 6l¢tlmustar.

Tablo 4.4: Farkli C: N oranlarina gore kesikli biyoreaktérdeki nitrat konsantrasyonu.

Zaman (saat) Nitrat 1 (C: N=1) mg/L Nitrat 2 (C: N=2.5) mg/L
0 106 101
12 93,3 94,2
24 84,4 86,1
36 61,4 77,2
48 65,5 42,5
60 37,3 30,5
72 8,6 9,3

Nitrat Konsantrasyonu
Nitrat 1 (C:N=1)mg/L

=
(]
o

[
o
o

NO3-N Konsantrasyonu
wme/L

o

40
Zaman (Saat)

Sekil 4.14: Nitrat konsantrasyounu C: N=1.

C: N oranlarina gore nitrat konsantrasyonlarindaki degisime bakildiginda Sekil

4.14 gorildiglu gibi C: N=1'deki nitrat konsantrasyonu 36. saate kadar kademeli
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olarak diisiis gostermis ancak 36. ve 48. saatler araliginda bir degisim goze

¢arpmamistir 48. saatten sonra da kademeli olarak dists olmustur.

Nitrat Konsantrasyonu
Nitrat 2 (C:N=2.5)mg/L

120
100
80
60
40
20

NO3-N Konsantrasyonu mg/L

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Zaman (Saat)

Sekil 4.15: Nitrat Konsantrasyounu C: N=2.5.

C: N=2.5 oranli deney setine bakildiginda Sekil 4.15’de karbon kaynaginin

fazlaligina gore nitrat konsantrasyonundaki diistis orantil bir sekilde gorilmistar.

4.3. Besiyeri ve Ortam Kosullarinin N,O Gazi Cikisina Etkisi

Onceki yapilan calismalarimizda hazirlanan kesikli biyoreaktodr diizeneklerinde
Olglim yapamadigimiz N»O gazi igin, ayni sartlari olusturacak sekilde hazirlanan son 4
setteki besiyerlerin C: N oranlarinin ve icerigindeki PO4™ -P miktarlar degistirilerek
sadece ¢ikis gazi 6lctimleri yapiimistir. Hazirlanan 4 settin hesaplanan besiyeri icerigi

Tablo 4.5’ de verilmistir.
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Tablo 4.5: Kesikli biyoreaktorlerdeki nitrit beslemeli besiyeri.

0,0269 g KH2PO4
0,0217 g K2HPO4
0,1g MgS04-7H,0
0,493 g NaNO;
1000 ml H,0

1 ml iz elementler

0,325 g K2HPOq4
0,1 g MgS04-7H,0
0,493 g NaNO:
1000 ml H,0

1 mliz elementler

0,0217 g K2HPOg4
0,1 g MgS04-7H,0
0,493 g NaNO:
1000 ml H,0

1 mliz elementler

Set1l Set 2 Set 3 Set 4
(C: N=1) (C: N=1) (C: N=2.5) (C: N=2.5)
POs P=10 mg PO4 P=150 mg PO4s P=10 mg PO4s P=150 mg
C=100 mg C=100 mg C=250mg C=250 mg
NO>"N=100mg NO2'N=100 mg NO>'N=100 mg NO2'N =100 mg
0,342¢g 0,342 g CH3COONa | 0,855gCH3COONa | 0,855g CH3COONa
CH3COONa 0,403 g KH2PO4 0,0269 g KH2PO4

0,0269 g KH2PO4
0,0217 g Ko2HPOg4
0,1g MgS04-7H,0
0,493 g NaNO;
1000 ml H20

1 ml iz elementler

iz elementler olarak CuSO4-5H,0 0,01g/L, 0,2 gCaCl>-2H,0, 0,1g FeSO4-7H,0,

0,05g MnS0O4-H;0, 0,01g CuS04-5H;0 100 ml 0,1 N HCI konularak pH 7 olacak sekilde

sabitlenmis ve ortam kosullarinin sicakligi 25°C olarak ayarlanmistir. Daha sonra

herbir 60 ml. hacimli besiyerlerine 2 ml. karisik kiiltiir Gebze Teknik Universitesi

Cevre Mihendislig Labaratuvar’inda anaerobik olarak iletilen biyoreaktdrden alinip

asillama yapilarak isletime konulmustur. 96 saat sonra N2O gazi icin 6l¢iimler Termal

lletkenlik Dedektoriinde dlgiilerek 6lciim sonuclari Tablo 4.6’de verilmistir.
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Tablo 4.6: Kesikli biyoreaktorlerdeki gaz 6lctimleri.

SET 1 SET 2 SET 3 SET 4
C:N=1 C:N=1 C:N=2.5 C:N=2.5
C=100 mg C=100 mg C=250mg C=250 mg
N=100 mg N=100 mg N=100mg N=100 mg
PO4sP=10 mg PO4P=150 mg PO4P=10 mg PO4P=150 mg
N2O/N> 2,6 8,2 1,3 3,3
N.O
30050 23972 25266 13599
ppm
N2 11542 2920 19157 4163
ppm
Tablo 4.6'deki gaz olgim sonuglari grafige aktarilmis ve Sekil 4.16’da
verilmistir.
Yiizdelik Gaz Ol¢iim Grafigi
100%
80%
60%
40%
20%
0%
SET 1 SET 2 SET 3 SET 4
mN20 N2

Sekil 4.16: Yizdelik gaz dlcim grafigi.

Yuksek fosfat konsantrasyonu ve disik C:N oraninda N2O/N; orani (8,2) en
fazla oldugu gorilmustir. Ayni sekilde disiik fosfat konsantrasyonu ile yiiksek C:N
orani Ny Uretiminde arttirici etki yapmis ve N2O/N2 orani en dusik degerine

gelmistir.
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4.4. Bakteri Profili

Farkh C: N oranina sahip biyoreaktorlerden ve anerobik biyoreaktorden alinan
numunerlerden elde edilen karisik mikroorganizma kolonileri Sekil 4.17'de

gorilmektedir.

@) Set 1 C: N=1 olan kesikli b) Set 2 C: N=1 olan kesikli
biyoreaktordeki karisik bakteri biyoreaktordeki karisik bakteri
profili. profili.

d) Set 4 C: N=2.5 olan kesikli
biyoreaktordeki karigik bakteri

C) Set 3 C: N=2.5 olan kesikli
biyoreaktordeki karisik bakteri
profili.

profili.

Sekil 4.17: Karisik mikroorganizma kolonileri.

Anaerobik kabinde Ureyen farkli deney setlerinde elde edilen karisik

mikrobiyel  koloni  ¢esitliliginin ~ farkh  oldugu  gbézlemlenmistir. Bazi
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mikroorganizmalarin digerlerine kiyasla daha baskin oldugu gorilmustdr. Tlr analizi
icin Ozellikle baskin tirler segilmistir.

Sekil 4.17'deki deney seti 3 ve deney seti 4 de karisik olarak ekilen bakteri
profilide kendi aralarinda benzerlik gostermis ve deney seti 1 ve deney seti 2
dekinden farkl bakteri profilleri oldugu ve besin kaynaginin mikroorganizmalarin

aktviteleri etkiledigi sonucunun ortaya ¢ikmasina sebep olmustur.

a) Anaerobik kabinde ekim yapilarak tek tek b) Anaerobik kabinde ekim yapilan tek tek
dusdrilen Set 1 ve Set 2'deki bakteri tiiri. dusirilen Set 1'deki bakteri tiri

Sekil 4.18: izole edilen mikroorganizma kolonileri.

Daha sonra anaeorobik kabin icerisinde bu karikisik kiltlrlerdeki farkh
koloniler steril kiirdan yardimiyla taze kati besiyerine transfer edilerek izolasyonlari
gerceklestirilmistir. izole edilen mikroorganizma kolonileri  Sekil 4.18'de
verilmektedir.

Ortam anaerobik oldugu icin kati besiyerlerinde yogun bir mikroorganizma
Uremesi gerceklesmemistir. Ancak (reyen mikroorganizmalar genomik DNA
izolasyonu icin yeterli olmustur Genomik DNA saflastirma kiti (Thermo Scientific
GenelET) ile saflastirlan genomik DNA larin jeldeki profili Sekil 4.19'da
gorilmektedir. Elde edilen koloniler incelendiginde bu koloni morfolojilerinin
bakteri kolonilerine benzedigi saptanmistir ve bu nedenle 16SrRNA analizi

yaptirtlarak tiir tayini yapiimistir.
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Sekil 4.19: Genomik DNA izolasyonu.

Sekil 4.19’da goriilen genomik DNA’larin tlr analizlerinin sonuglari Tablo
4.7’de verilmektedir. Deney setlerinde goruldigi Gzere bu ¢alismada Pseudomonas
aeroginosa ve Pseudomonas sp. Tird hem C: N=1 hem de C: N=2.5 olan oranlarinin
her ikisinde de gorulmustir. Bu iki tiir hem aerobik hem de anaerobik kosullarda da
gozlemlenmis olup C: N oranlarinin farkhliklarina ragmen fakiltatif 6zellik
gostermektedir. Ancak, Stenotrophomonas acidaminiphila tiirii sadece C: N=2.5 olan
sartlarda ve aerobik ortamda gozlemlendigi gorilmistir ayni zamanda
Stenotrophomonas sp. ve Pseudomonas balearica’ da aerobik ortamda agirlikh

olarak yer almistir.
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Tablo 4.7: 16SrRNA benzerligine gore izolatlarin tlr analizi.

Mikroorganizma Bulundugu Benzer oldugu bakteri tiri %
kodu ortam sartlari Benzerlik
0G1 C:N=2.5 Stenotrophomonas acidaminiphila %97
Aerobik
0G2 C: N=2.5 Pseudomonas aeroginosa %96
Aerobik
0G3 C: N=2.5 Stenotrophomonas sp. %82
Aerobik
0G4 C:N=1 Pseudomonas aeroginosa %97
Aerobik
0G5 C:N=25 Pseudomonas balearica %96
Aerobik
0G6 C: N=2.5 Pseudomonas sp. (balearica veya %96
Aerobik stutzeri)
0G7 C:N=1 Pseudomonas aeroginosa %97
Anaerobik
0G8 C:N=1 Pseudomonas aeroginosa %99
Anaerobik
0G9 C: N=2.5 Pseudomonas aeroginosa %99
Anaerobik
0G 10 C:N=1 Pseudomonas aeroginosa %97
Anaerobik
0G11 C:N=1 Pseudomonas aeroginosa %96
Anaerobik
0G 12 C:N=1 Pseudomonas aeroginosa %96
Anaerobik
0G 13 C:N=1 Pseudomonas aeroginosa %98
Anaerobik
0G 14 C:N=1 Pseudomonas sp %94
Anaerobik
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu galismada NOx gazlarinin denitrifikasyon yoluyla N, gazina indirgenmesini
saglayan biyoreaktorlerde kullanilmak Uzere azot kaynaklarinin farkli besleme
sartlarinda Nz yerine kismi denitrifikasyonla N;O iretim sireci incelenmistir.
Denitrifikasyon ile NO gazi, 6nce N2O’ya sonra da N2'ye donmektedir. N2O gazinin
Isitma potansiyeli yiksek bir sera gazi olmasi tam denitrifkasyon saglanarak N
seklinde sistemi terk etmesine uygun olarak sistemler ¢alistirilmistir. Ancak N2O’nun
ayni zamanda enerji amaclh kullanimini gésteren calismalar mevcuttur. Ozellikle
aritma tesislerinden kaynaklanan N;O’nun bu sekilde 1sil ayrisma ile enerjiye
cevrilerek aritma tesislerinden kaynaklanan sera gazi salinimlarini azaltiimasi
hedeflenen konular arasindadir. Denitrifikasyon kismi olarak gergeklesirse ara urin
N0 denitrifikasyondaki son triin olmaktadir. Boylece bir sonraki basamaga gecmek
icin gereken karbon kaynagindan da tasarruf edilerek, enerji {Gretimi
gerceklestirilebilecektir. Calismalarda kismi denitrifikasyonun saglanmasi igin
gereken optimum sartlar farkli zamanlarda nitrat ve karbon kaynagi beslemesi ile
maksimum diizeyde olabilecegi gosterilmistir.

Bu tez calismasinda kesikli biyoreaktordeki denemelerle iki farkli C: N orani ile
fosfat konsantrasyonunu N,O Uretimine etkisi ve nasil bir mikrooroganizma ¢esitliligi
olusturdugu arastirilmistir. Etkili bir denitrifikasyon icin gerekli olan C:N oraninin
Onemine bircok arastirmada rastlanmaktadir [17]-[18]. Genel olarak 0,5 ve 2,5
araliklarindaki C: N oranlari 6nerilmistir. Biyolojik denitrifikasyon verimini arttirmak
icin uygun karbon kaynaginin secilmesinin 6nemine dikkat ceken arastimacilar, ayni
zamanda C: N oranininin denitirifikasyon veriminin Uzerinde etkili oldugu
belirtmislerdir [22]-[23]. Ozellikle bircok calismalarda tespit edilen kiltiirler ile ve
kolon tipi reaktorlerde yapilan ve mikroorganizma kaynagi olarak saf kiiltlrler yerine
hangi mikroorganizmalarin bulundugu tam olarak bilinmeyen camurlarin
kullanilmasi “hangi mikroorganizma ile hangi karbon kaynagi veya hangi C: N orani”
sorularini beraberinde getirdiginden bu deney setlerinde caismada tek bir karbon
kaynagi (sodyum asetat) kullanilmis ve C: N orani olarak 1 ve 2,5 olarak segilmistir.

Ayrica Pseudomonas aeruginosa ile ilgili ¢alismalarda tlriin yliksek POa4

49



konsantrasyonlarinda N;O reduktaz enziminin inhibe edilmesi sonucu daha fazla
N,O Uretimine yol actigl modellenmistir[20]. Bu tir icin optiumum fosfat miktari,
N,O Uretimindeki etkisine bakilmak amaciyla diger bir parametre olarak
kullanilmistir.

Kesikli biyoreaktorler pilot olarak isletilen ve nitrit ile beslenen bir
biyoreaktorden yapildigindan nitrit ile beslenen kesikli reaktér deneylerinde
mikroorganizmalarin aktivitelerine bakildiginda adaptasyon siiresinde azalma
oldugu (24 saat) gozlemlenmistir. Her iki nitrat beslemeli deney setinde
gozlemlenen azot kaynagl olarak nitrat beslemesi yapildiginda mikroorganizma
aktivitelerinde gorilen adaptasyon safhasi biraz daha uzun olmaktadir (34saat).
Deneme sonuglari kesikli reaktor icin kullanilan C: N oranlarinda 48 saat icinde nitrit
indirgemesi, 72 saat icinde de nitrat indirgemesinin incelenebilecegi gorilmistir. C:
N orani nitrat ve nitritin indirgenme hizinda anlamli bir degisime neden olmamistir.

Kesikli biyoreaktorlerdeki hazirlanan NO3>-N igerikli ve her bir deney setinin
denitrifikasyon yetenegi ayri ayri test edildigi arastirma boliminde NO»-N

konsantrasyon dizeyinin 108. saat sonunda tikendigi gozlenmistir. Sentetik atik

suyun bakteri kilturleriyle yapilan inkiibasyonu sonucunda baslangigtaki sabit NO2-

N 100 mg/L giderimi tamamiyle saglanmis ve bakterilerin yiksek denitrifikasyon
yetenegine sahip oldugu ortaya cikmistir.

Literatirde vyapilan c¢alismalarda ortaya c¢ikan sonuglar goz o©nlinde
bulundurularak ortamda NOs ve NO; birlikte bulunmasi durumunda,
mikroorganizmalar azot kaynagi olarak NO3™I tercih ettigi gézlemlenmistir [38]. Bu
durum dikkate alinarak deneyin ilk calismalari asamasinda azot kaynagl olarak
sadece nitrit ile besleme vyapilarak mikroorganizmalarin adaptasyon siresi
azaltilmasina ve nitrit sifirlanmasi icin gecen sirenin kisaltilmasi ile nasil degisiklik
gosterdigine bakilmistir. Ve dolayisiyla nitrit ile beslemeli mikroorganizmalarin
aktivitelerine bakildiginda adaptasyon siiresinde azalma oldugu gozlemlenmistir. Bu
durumun akside duslintlerek ikinci asamada yapilan deney setlerindeki calismalarda
NOs giderimindeki sonuclarda en yiksek NOs™ giderimi C: N=1 olan deney setinde
60. saat sonunda 37,3 mg/l'yve ve C: N=2.5 olan deney setinde nitrat

konsantrasyonu 30,5 mg/L'ye distigu gorilmustirelde edilmistir. Her iki nitrat

50



beslemeli deney setinde gozlemlenen azot kaynagi olarak nitrat beslemesi
yapildiginda mikroorganizma aktivitelerinde goriilen adaptasyon safhasi biraz daha
uzun olmustur.

Kesikli biyoreaktérden olusan N2 ve N,O gazlari GC/TCD ile olgilerek dusik ve
yliksek C: N orani ile dislik ve ylksek Fosfat konsantrasyonlarinin etkisi
belirlenmistir. C: N oraninin artmasi N Uretimini artirirken, disiik oranlarda N;O
icerigi daha ylksek ¢ikmistir. Nitrozoksit reduktaz enzimini deaktivite ettigi bilinen
ylksek fosfat konsantrasyonlari kesikli reaktor ¢ikis gaz konsantrasyonlarinda bu
etkiyi gostermistir. Yliksek fosfat iceren biyoreaktérden c¢ikan gazin N2O/N2 orani
diisiik fosfat icerigine gére yaklasik 3 kat daha ¢ok olmustur. Ozetle 1 gibi diisiik C: N
orani ve 100 mg/L gibi ylUksek fosfat konsantrasyonu en fazla N2O cikisini (N2O/N; =
8) saglayan sartlar olarak belirlenmistir.

Literatir arastinldiginda kismi denitrifikasyonda gérev alan bircok bakteri
grubu bulunmaktadir. Anoksik tabakada gorev alan heterotrofik mikroorganizmalar
sanildiginin aksine cok daha komplekstir. Bu mikroorganizmalar bes ayri grup altinda
toplanabilir: Bu gruplardan dérdi denitrifikasyon islemine etkin bir sekilde katkida
bulunur, bir grup ise denitrifikasyon yapamayan mikroorganizmalari icerir (non-
denitrifier). Bu gruplar, hem nitrati ve hem de nitriti indirgeyebilen bakteri grubudur
ve gercek denitrifikasyon bakterilerini, yalnizca nitrati nitrite donlstirebilen yari
denitrifikasyon bakterileri, nitrat ve nitriti indirgedikleri halde nitrit indirgeme
islemleri nitrat tarafindan engellenen yari nitrit indirgeyicileri, yalnizca nitriti
indirgeyebilen 6zel nitrit indirgeyiciler ve nitrati veya nitriti indirgeyemeyen yani
denitrifikasyon yapamayan bakterileri icerir [21].

Bu tez calismasi sonucunda goriilen NOy -N Nitrit tliiketimi, farkli C: N oranlari
farkliliklarina gore en yiiksek C: N=2.5 olan deney setinde elde edildigi ve bununla
birlikte en yiksek mikroorganizma konsantrasyonu C: N=2,5 olan deney setinde
gerceklesmistir. Ancak tim deney sistemlerinin inklbizasyonu sirasinda farkli birkag
koloni gozlemlenmis olup deney seti C: N=2.5'de gbzlemlenen kiiclik kolonilerin
dominant oldugu goérilmuistir. Tim deney setleri icin mikroorganizma liremelerinin
36. Saatten sonra dengeye ulasmis oldugu gorilmustir. Stenotrophomonas
acidaminiphila’da, aerobik bakterilerin birlikte var oldugu atik su, gamur ve organik

katilarin islenmesi icin kullanilan kompleks, insan yapimi biyotoplar olarak
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bilinmektedir [25]-[26]-[27]. Bakteriyel poplilasyon tirleri Uzerine vyapilan
arastirmalarda, bu ekosistemlerde aerobik, sporsuzlar, gram negatif, kamgillar,
kemo-organotrofik proteobakterilerin, kesinlikle solunum enerjisi Ureten bir
metabolizmaya sahip olduklari bilinmektedir [28]-[29]-[30]. Stenotrophomonas
tirleri, su, tortu, bitki kokleri, korozyona ugramis metal ylizeyler, atik gaz biyolojik
filtreler, su Grlnleri yetistirme tanklari, petrol sahalari, kanalizasyon ve anaerobik
reaktorler gibi cok cesitli dogal ve yapay cevrenin yaygin Uyeleri arasinda yer
almaktadir [31]-[32]-[33]-[34]-[35].

Anaerobik olarak nitratla ve nitritle beslenen her iki C: N oraninda
Pseudomonas aeruginosa bakterisi teshis edilen tek baskin tir olmustur.
Pseudomonas aeruginosa sporsuz, polar flagellali, hareketli, gram negatif, genellikle
kapsulsiiz tam denitrifikasyon yapabilen bir mikroorganizmadir. Kiiltirlerde bazen
ikiserli, ancak c¢ogunlukla tek tek goérilen ince diz, c¢omaklar olupP.
aeruginosa genel besiyerlerinde kolaylikla Grer. Pseudomonas aeruginosa ile ilgili
¢alismalarda tiiriin ylksek PO4 konsantrasyonlarinda N;O reduktaz enziminin inhibe
edilmesi sonucu daha fazla N;O dretimine yol agtigi modellenmistir. Aerobik
ortamda denitrifikasyon yaptigl son calismalarda anlasilan Pseudomonas aeruginosa
bakterisi hem aerobik hem de anerobik ortam kosullarinda optimal metabolizma
olarak aerobik solunumu (oksijenle birlikte) kullanan ancak nitrat veya diger
alternatif elektron alicisi lizerinde anaerobik olarak solunum yapabilen bir tlrddr. P.
aeruginosa, benzoat gibi organik bilesikler de dahil olmak Uzere ¢ok ¢esitli organik
molekdlleri katabolize edebilir. Bu durumda P. aeruginosa, toprak, su, insanlar,
hayvanlar, bitkiler, kanalizasyon ve hastaneler gibi ortamlarda bulundugu icin ¢ok
yaygin bir mikroorganizma olmasini saglar [36]-[37].

Calisma pilot Olgekte nitritle beslenen bir biyoreaktorden asilanarak
gerceklestirilmis oldugundan ¢ok genis bir tlr cesitliligi goriilmemistir. Sistemde
dogrudan biyokiitle miktarlar ¢ok distk kaldigindan standart askida kati madde
belirleme metodu kullanilamamistir. Sonrasinda yapilan c¢alismalarda dogrudan
denitrifikasyon ¢camurundan daha yogun bir biyokiitle ile asilanarak yapilmasi ¢ok
daha cesitli mikroorganizma varligini ve denitrifikasyon kinetigini net bir sekilde

ortaya koyabilir.
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Denitrifikasyon Urlnlerinden Nz gazinin 6lgimi analiz sistemin tam olarak
havasiz bir hale getirlememesinden 6tliri tim olgcimlerde N2 ve O, gazina sirasiyla
41000 ve 9000 ppm seviyesinde rastlanmistir. Daha sonraki calismalarda hem
biyoreaktor denemeleri hem de olglimlerin havasiz ortam saglanarak yapilmasi
sonuclarin glvenilirligini artiracaktir.

Bu calismada azot kaynagi olarak baslica nitrat ve nitrit kullanilmis olup,
sistemin kirletici gazlardan NOx igin ¢alistiriimasi ile atik gazin enerji eldesi amagli
N,O olarak kullanilmasina imkan saglayacaktir. Sirekli biyoreaktorlerde, NOx’larin
disiuk C: N orani ve yiuksek fosfat konsantrasyonlari veya uygun icerikli atik suyun
karbon ve besi kaynagl olarak kullanilarak enerji eldesi amagli N.O’ya gevrilmesi
fazladan etkili bir sera gazi salinimina neden olmadan hem atik gazin bertarafini

hem de enerji Uretiminin gergeklesmesini mimkiin kilacaktir.
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