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Oz: Diinya atmosferinin agirlik¢a %75,5’ini, hacimce %78,06’sin1 olusturan azot elementi ATP, klorofil,
niikleik asitler, vitaminler gibi bircok 6nemli biyomolekiiliin yapisina katilmaktadir. Fakat azot gazi
formunda (N;) bulunan bu element, birincil {ireticiler dahil canlilar i¢in kullanilmaya elverigli formda
degildir. Bu yiizden azot dongiisii yasamin siirekliligini saglayan en 6nemli biyolojik proseslerden biridir.
1990’11 yillarin sonunda anammox bakterilerinin kesfi ile birlikte azot dongiisii hakkindaki bulgular
giincellenmis olup, anammox uygulamalar1 giiniimiizde atik su aritma tesislerinde kullanilan
konvansiyonel nitrifikasyon/denitrifikasyon proseslerine alternatif bir teknoloji haline gelmistir. Bu
proses anoksik ortamda anammox bakterilerinin nitriti elektron alic1 olarak kullanarak amonyumu azot
gazina doniistiirmesi olarak agiklanabilir. Simdiye kadar, yedi anammox cinsi bulunmasina ragmen, saf
kiiltiirleri elde edilemedigi i¢in hepsine aday (Candidatus) statiisii verilmistir. Buna ek olarak, bu
bakteriler essiz metabolizmalari nedeniyle ekolojik arastirmalar ve molekiiler biyoloji alanlarinda bilimsel
bir doniim noktasit olmustur. Bu baglamda, ¢aligmamizda anammox bakterilerinin biiylimesi, hiicre
biyolojisi, molekiiler mekanizmasi ile birlikte Anammox prosesinin ¢evre uygulmalarindaki roli ve
O6nemi detayli olarak incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anammox bakterileri, Anammox metabolizmasi, Anammox uygulamalari
Anaerobic Ammonium Oxidation (ANAMMOX)

Abstract: The nitrogen element, which constitutes 75.5% by weight and 78.06% by volume of the Earth's
atmosphere, participates in the structure of many important biomolecules such as ATP, chlorophyll,
nucleic acids and vitamins. However, this element found as a form of dinitrogen gas (N,) is not suitable
form to use for living organisms, especially primary producers. Therefore, the nitrogen cycle is one of the
most important biological processes that ensure the continuity of life. At the end of the 1990’s, findings
on the nitrogen cycle were updated along with the discovery of anammox bacteria, and anammox
applications have now become an alternative technology to conventional nitrification/denitrification
processes used in wastewater treatment plants. This process can be explained as a conversion of
ammonium into the dinitrogen gas in anoxic environment by anamox bacteria using nitrite as an electron
acceptor. Although seven anammox genera have been discovered up to now, all of them are named by the
status of Candidatus since their pure cultures cannot be obtained. Furthermore, these bacteria have been a
scientific turning point in the fields of ecological research and molecular biology due to their unique
metabolism. In this context, the growth and cell biology, molecular mechanism of anammox bacteria and
the role and importance of Anammox process in environmental applications were investigated in detail.
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1. AZOT DONGUSU VE ANAMMOX
1.1. Azot Dongiisii

Atmosferin agirlik olarak %75,5’ini, hacim olarak ise %78,06’sin1 olusturan azot, evrende
en ¢ok bulunan element olarak bilinir (Luttrell, 2015). Deoksiriboniikleik asit (DNA), protein
veya enzim, riboniikleik asit (RNA), gibi énemli bir¢ok biyomolekiiliin yapisinda bulundugu
gibi (Denk ve dig., 2017), canlilarin kimyasal formiillerindeki (CH,OysNg;s) temel
bilesenlerinden biridir (Jetten ve dig., 2009). Dogada sadece azot gazi (N,) formunda bulunan
nitrojenin, N, formundaki U¢lii baglarin yikimi igin yiiksek miktarda enerjiye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu sebeple, organizmalar i¢in N, formu kullanilmaya elverisli degildir
(Bernhard, 2010). Dolayisiyla, dogadaki nitrojeni biyosferde erisilebilir hale getirebilmek ve
daha sonra tekrar atmosfere kazanimini saglayabilmek i¢in bir¢ok mikrobiyal reaksiyon
gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlar sirasinda azot c¢esitli oksidasyon derecelerinde
bulunmaktadir (Tablo 1). Ayrica dogadaki azotun bu devri azot dongiisii olarak
adlandirilmaktadir (Kuypers ve dig., 2018; Stein ve Klotz, 2016).

Tablo 1. Azotun yiikseltgenme basamaklari (Kuypers ve dig., 2018; Stein ve Klotz, 2016)

Molekiil Formiilii Molekiil Ismi Y%(;:;Lg;zrgline
N,Hy Hidrazin -2
NH,OH Hidroksilamin -1
N, Azot 0
N,O Nitr6z oksit +1
NO Nitrik oksit +2
HNO,, NO, Nitr6z asit, Nitrit +3
NO, Azot dioksit +4
HNO;, NOy Nitrik asit, Nitrat +5

Azot dongiisiinii olusturan temel olarak 7 proses bulunmaktadir. Bu prosesler Sekil 1’de de
gosterildigi gibi sirasiyla amonifikasyon (proses 1 veya 2), nitrifikasyon (proses 3 ve 4),
denitrifikasyon (proses 6) ve anammox (proses 7) prosesleridir. Sekilde gosterilen 5 numaralt
proses (nitratin nitrite indirgenmesi), proses 2, 6 veya 7 ile ciftlestirilebilir (Stein ve
Klotz,2016).

Amonifikasyon, topraktaki 6lii hayvan veya bitki gibi organik maddelerin, ¢esitli mantar ve
prokaryotlar aracilig1 ile amonyak formunda topraga salinmasi olarak bilinir. Amonifikasyonun
bir versiyonu olan azot fiksasyonu (proses 1) ise, azotun biyosfere baglanma prosesidir ve bu
proses dongilideki en 6nemli proseslerden biridir. Ciinkil azot gazi erisilebilir olmadigindan
dolayi, ozellikle bitkiler gibi birincil iireticiler i¢in biiylime ve enerji agisindan sinirlayict bir
besin maddesidir. Bu islem sayesinde azot gazi mikroorganizmalar tarafindan erisilebilir olan
amonyak ya da amonyum formuna doniistiiriiliir. Azot fiksasyonu, simsek, yildirim gibi doga
olaylart ya da endiistriyel azot iiretimi (Haber-bosch prosesi) ile gerceklestirilebildigi gibi
toprakta serbest ya da simbiyotik yasayan bakteriler tarafindan da gergeklestirilir (Bernhard,
2010; Denk ve dig., 2017). Topraga baglanan amonyum iyonlarnin nitrifikasyon bakterileri
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tarafindan kademeli olarak once nitrite (NO,") daha sonra da nitrata (NO;") doniistiiriilmesi olay1
nitrifikasyon olarak adlandirilmaktadir. Biyolojik olarak kullanilabilen NO;  molekiiliiniin N,
formuna doniistiiriilerek biyosferden atmosfere salinmasi ise denitrifikasyondur ve bu siireg
denitrifikasyon bakterileri tarafindan gerceklestirilmektedir (Stein ve Klotz,2016). Atik su
aritma tesislerinde, giris atik suyundaki toksik amonyum ve nitrati uzaklastirmak ve ayni
zamanda Otrofikasyonu engellemek i¢in nitrifikasyon ve denitrifikasyon prosesleri yaygin

olarak kullanilmaktadar.
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Sekil 1:
Azot dongiistinde bulunan ana prosesler (Stein ve Klotz,2016 dan uyarlanmustir.)

1.2. Anammox

1990’larin sonuna kadar amonyumun azot gazina donistiiriilmesinin nedeninin art arda
gerceklesen nitrifikasyon ve denitrifikasyon prosesleri oldugu diisiiniiliiyordu. Anaerobik
amonyum oksidasyonu (anammox) prosesinin bulunmasiyla beraber global azot dongiisii de
giincellenmis oldu. 20. ylizyilin sonlarma kadar anoksik fiyort ve havzalarda agiklanamayan
amonyum iyonu kaybi olmasina ragmen, amonyagin reaksiyon gostermeyen bir molekiil oldugu
raporlanmistir (Richard, 1965). 10 yil sonra, Avustralyali bir fizikokimyaci termodinamik
hesaplamalara dayanarak kemosentetik bakterilerin, oksijenin olmadig1 bir ortamda nitrat veya
nitriti elektron alic1 olarak kullanarak amonyum iyonunu oksitleyebildigini iddia etmistir
(Broda, 1977). Bu iddia, 1995 yilinda Hollandali mikrobiyologlar tarafindan denitrifikasyon
yapan akiskan yatakli biyoreaktorde yapilan caligmalar sonucunda kanitlanmistir (Mulder ve
dig., 1995). Strous ve dig. (1999a) bu bakterileri anammox bakterileri olarak tanimlamistir.
Kesfedilen ilk anammox bakterisi “’Brocadia anammoxidans’tir.

Anammox reaksiyonu anoksik ortamda nitrit elektron alici olarak kullanilarak amonyagin
azot gazina yiikseltgenmesidir. Anammox proseslerinin stokiyometrisi ilk olarak 1998 yilinda
amonyum, nitrit ve bikarbonatin katalizlendigi laboratuvar 6lgekli kemostat deneylerinde elde
edilen sonuglar temel alinarak olusturulmustur (Strous ve dig., 1998). Elde edilen stokiyometri 1
numarali denklemde gosterilmektedir. Bu denklem 2014 yilinda kinetik deneyler uygulanarak
ve olusum unsurlar analiz edilerek Denklem 2’de gosterildigi gibi revize edilmistir (Lotti ve
dig., 2014a). Stokiyometrik katsayilardaki farkliliklara cesitli faktorler neden olmustur. Bu
faktorlere, bakteri tiirleri, camur formu ve partikiil boyutu, reaktoér konfigiirasyonu, bakterilerin
fizyolojik durumlarn veya performansi, reaktore yiiklenen azot miktari, pH veya sicaklik gibi
deney kosullar1 6rnek olarak verilebilir (Tomaszewski ve dig., 2017).

1NH] + 1.32N0; + 0.066HCO3 + 0.13H" - M
1.02N, + 0.26NO3 + 0.066CH,0, 5N, 15 + 2.03H,0
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1INH} + 1.146N0O; + 0.071HCO3 + 0.057H* )
- 1.02N, + 0.986NO03 + 0.071CH; 7400 31Ny 20 + 2.002H,0 @)
Literatiirde Planctomycetes filumunda, Brocadiales smifinda tamimlanan anammox
bakterilerinin  glinlimiizde  bilinen 7 cinsi vardir;  “’Brocadia’, ’Kuenenia’’,
“ Anammoxoglobus’, “’Jettenia’’, “’Scalindua’, ’ Anammoxomicrobium’’, *’Brasilis’’. Farkli
habitatlardan kesfedilen bu cinslerin ¢ogu atik su aritma sistemlerinde saptanmistir ve farkl
tiplerdeki ekim camurlarindan farkli konfigiirasyona sahip reaktdrlerde zenginlestirilmistir.
Klasik mikrobiyolojik metotlar kullanilarak izole edilemeyen ve dolayisiyla saf kiiltiirii
bulunmayan bu cinslerin hepsine aday (Candidatus) statiisii verilmistir (Pereira ve dig., 2017,
Peeters ve van Niftrik, 2019). Bu yiizden anammox ile ilgili biitiin ¢aligmalar zenginlestirilmis
kiiltiirler kullanilarak yapilmaktadir. Ek olarak, 2017 yilinin ekim aymnda yayinlanan bir
makalede Diinyanin en biiyiik tatli gélii olan Superior Golii'nde daha 6nce kesfedilmemis bir
anammox cinsi bulundugu raporlanmistir (Crowe ve dig., 2017).
Anammoxun kesfi, essiz metabolizmasi nedeniyle ekolojik arastirmalar ve molekiiler
biyoloji alanlarinda bilimsel bir doniim noktast olmustur. Giinlimiizde birgok arastirma
anammox bakterilerinin karakteristigi ve uygulama alanlar1 {izerine odaklanmistir.

1.2.1. Anammox Bakterilerinin Bilyiimesi

Literatiirde anammox bakterilerinin spesifik maksimum biliylime hizi (W, ilgi ¢eken
konulardan biridir. Yavas biiyiiyen anammox bakterilerinin ikiye katlanma siiresi bir ile birkag
hafta arasinda degisiklik gosterdigi gibi bu siire cinsten cinse gore de farklilik gdstermektedir
(Peeters ve van Niftrik, 2019). Strous ve dig. (1998) kesfedilen ilk anammox bakterisinin (Ca.
Brocadia anammoxidans) ikiye katlanma siiresini 11 giin olarak belirlemistir. Fakat literatiirde
bazi tiirlerde bu siire daha kisa bulunurken, bazi tiirlerin de biiyiime hizinin ¢ok daha yavas
oldugu raporlanmistir. Ornegin, Ca. Kuenenia stuttgartiensis igin ikiye katlanma siiresi 8.3 ile
11 giin arasinda degisirken, Ca. Brocadia sinica igin 7 giin, Ca. Brocadia sp. 40 igin 2.1 giindiir.
Bunlara ek olarak, Ca. Anammoxomicrobium moscowii ve Ca. Jettenia moscovienalis tiirlerinin
biiyiime hizlarinin ¢ok diisiik oldugu ve ikiye katlanma siirelerinin sirasiyla 32 ve 28 giin oldugu
belirlenmistir (Pereira ve dig., 2017). Ik yapilan ¢alismalarda, anammox bakterilerinin spesifik
biiyiime hizlar1 0.0033+0.001 saat” olarak belirlenmistir. Fakat son yillarda yapilan ¢alismalar
Umax degerinin daha yiiksek olabilecegini gdstermistir (Tomaszewski ve dig., 2017). Ornegin,
Lotti ve dig. (2014a) nitrit yar1 doygunluk sabitinin 35 pg-N L™"e kadar diistigii durumlarda
Imax degerini 0.21 giin™ bulmuslardir. Fakat Zhang ve dig. (2017) iy degerini revize ederek 37
°C’de bu degeri Ca. Brocadia sinica igin 0.33 £+ 0.02 giin™, Ca. Jettenia caeni igin ise 0.18 giin™
bulmuslardir. Bunlarin disinda yapilan ¢alismalardan bazilar1 Tablo 2’de gosterilmektedir.
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Table 2. Anammox bakterilerinin farkh sicakhklarda spesifik biiyiime hizlar ve iki katina
¢ikma siireleri

Biiyiime IS—I[:;S i(ggn") S{lkrle};el E(g?jtrl:;nma Sicaklik (°C) Kaynak

0.190-0.130 3.6-5.4 37 di(;,sgsolz)i;r;a ve
0.040 17 20 d(lger;((l)rllgl)(x ve
0.011 63 10 d(llgt:r;(i)rllzl)(x ve
0.017 40 15 (;(;)ltztib‘;e dig.,
0.020 35 20 (;(?ltttic‘;e dig.,
0.334 20 30 (;(())lt;i;;e dig.,
0.140 49 30 (502b001t17<;1 ve dig.,

Anammox bakterilerinin biiylimesi i¢in ideal sicaklik araligi 20-43 °C olmasina ragmen
bu bakterilerin varligi ve aktivitesinin tespit edildigi sicaklik aralifi ¢ok genistir. Ciinki
anammox bakterileri 60-80 °C gibi yiiksek sicakliktaki kaplicalar veya hidrotermal menfezlerde
bulundugu gibi (Ca. Kuenenia, Ca. Brocadia, Ca. Scalindua), sicakligi -5 ile 4 °C arasindaki
nehir ve deniz sedimanlarinda da bulunmustur (Ca. Kuenenia, Ca. Brocadia, Ca. Jettenia).
Hatta, Japonya ve Gronland’daki deniz sedimanlarindan zenginlestirilen anammox
bakterilerinin optimum sicakliklari sirasiyla 25 ve 12 °C olarak belirlenmistir (Tomaszewski ve
dig., 2017). Dalsgaard ve Thamdrup (2002) 37 °C’de anammox deniz tiirlerinde aktivite kayb1
oldugunu raporlamistir. Optimum pH araligi 6.7-8.3 olan anammox bakterilerinin aktivite
gosterdigi pH araligi sicaklik parametresinde oldugu gibi daha genistir (6.7-9.3). Bununla
birlikte, tatli sularda saptanan aktif anammox bakterilerinin pH aralifinin 3.88 ile 8.91 arasinda
oldugu raporlanmigtir. Bunun sebebi ise anammox bakterilerinin zar gegirgenliginin diisiik
olmasinin, bakterileri asidik ya da bazik olan ortamlarda korudugu olarak ileri siiriilmiistiir (Zhu
ve dig., 2015).

Anammox bakterileri kendi substrat (NH,", NO,) konsantrasyonlarma karsi hassas
bakterilerdir. Bu durum bakterilerin biiylime hizinin yavas olmasinin sebeplerinden biri olabilir.
Anammox prosesinin 1 g N/L amonyak konsantrasyonlarina kadar inhibe olmadig1 saptanmistir.
Bununla birlikte, bazi calismalarda yiiksek amonyak konsantrasyonunun prosesi olumsuz
etkiledigi gozlemlenmistir (Jin ve dig., 2012). Amonyak inhibisyonu ile ilgili yapilan bir
calismada, amonyum i¢in IC50 degeri 770 mg/L olarak bulunmus ve anammox sisteminde
inhibisyona serbest amonyagin neden oldugu saptanmustir (Dapena-Mora ve dig., 2007). Ote
yandan bir¢ok ¢alisma, nitrit konsantrasyonunun Anammox stabilitesi i¢in kritik oldugunu ve
belirli deney kosullar1 altinda ciddi inhibisyona neden oldugunu dogrulamistir. Fakat, bu
calismalar, farkli deney kosullari ve calisma modlar1 altinda gerceklestirildiginden dolay1
raporlanan nitrit esik konsantrasyonu 5 ile 280 mg N/L arasinda degisiklik gostermektedir (Jin
ve dig., 2012). Strous ve dig. (1999b) 100 mg N/L'lik nitrit ¢ozeltisinde dagilmis Anammox
biyokiitle kiimelerinin aktivitesini tamamen yitirdigini bulmustur. Isaka ve dig. (2007) 280
mg/L'den fazla nitrit konsantrasyonunun Anammox reaksiyonunu inhibe ettigini ancak 280
mg/L'nin altindaki nitrit konsantrasyonunun Anammox i¢in uygun oldugunu raporlamislardir.

Birgok arastirmada, anammox bakterilerinin zenginlestirilmesi ve miktarimin arttirilmasi
amaciyla siralt kesikli reaktorler uygulanmistir (Kartal ve dig., 2011a; Oshiki ve dig., 2011;
Strous ve dig., 1998). Ayrica, bu bakterileri kiiltlirlemek i¢in, doner biyolojik kontaktorleri (Egli
ve dig., 2003), yukar1 akigli anaerobik ¢amur battaniyeleri (Imajo ve dig., 2004, Ni ve dig.,
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2010) ve manuel beslemeli sistemler (Yasuda ve dig., 2011) uygulanmstir. Ornek anammox
reaktorii Sekil 2°de gosterilmistir.

Sekil 2:
Laboratuvar 6lgekli yukart akish stirekli anammox reaktorii (Aktan ve dig., 2012)

1.2.2. Hiicre Biyolojisi

Anammox bakterilerinin hiicre biyolojisi ile ilgili arastirmalarin baslarnda, transmisyon
elektron mikroskobu altinda bu bakterilerin Planctomycetes filumuna benzer bir hiicre planina
sahip oldugu bulunmustur (Kartal ve dig., 2012). Bu hiicre yapisinda igten disa olmak iizere
anammoksozom (anammoxosome), riboplazma ve periplazma olarak adlandirilan 3 tane boliim
bulunmaktadir (van Niftrik ve dig., 2008a; 2008b). Ek olarak, bu bakteriler ince bir hiicre
duvariyla ¢evrilmistir. Bu hiicre duvari, kendisine yakin olarak konumlandirilmis sitoplazma
zar1 olarak da bilinen dis zar ile sarilmaktadir (Jetten ve dig., 2009). DNA, ribozom ve glikojen
graniilleri gibi depolama materyalleri iceren riboplazma bodlmesi, intrasitoplazmik ve
anammoksozom zarlar1 arasindaki bélgede bulunmaktadir. intrasitoplazmik zar ile sitoplazmik
zar arasinda bulunan bosluk periplazma olarak isimlendirilmistir (van Niftrik ve dig., 2008b).
Bu yap1 hiicredeki lokasyonundan dolayr Gram-negatif bakterileri animsatmaktadir. Sekil 3°te
Anammox hiicre yapilarinin belirlenen ilk sematik gdsterimi verilmistir.

Hiicre duvarn

Sitoplazmik zar

Parifoplazma (Paryphoplasma)

N intrasitoplazmik zar

N

) —

,ﬁae Niikleoit

h)

N

-‘3 Rihoplazma
Anammoksozom zarl
Anammoksozom

Sekil 3:
Anammox hiicrelerinin ilk sematik gosterimi (Shehzad ve dig., 2016 °dan uyarlanmistir.)
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‘K. Stuttgartiensis’de S-tabakasinin ilk gostergeleri 2006 yilinda bulunmustur (Fuerst ve
dig., 2006). Ancak ‘K. Stuttgartiensis’teki hiicrenin en dis tabakasi olan altigen (p6) simetriye
sahip S-katmanlarinin varligi van Teeseling ve dig. (2014) tarafindan ispat edilmistir.

2015 yilina kadar Planctomycetes filumunun hiicre yapisinda, bakteri hiicre duvar1 polimeri
olan peptidoglikan bulunmadig1 biliniyordu. Dolayisiyla, tiim bakteri hiicreleri arasinda bunun
bir istisna oldugu diisiiniiliiyordu. K. stuttgartiensis'teki peptidoglikan tabakasinin yeri hiicrenin
en dis zarinda tespit edilmesinden sonra peptidoglikanin kompozisyonu, kalinligi ve lokasyonu
gbdz Oniine alindiginda Planctomycetes subesinin Gram-negatif bakteriler olarak yeniden
tanimlanmasi Onerilmistir. Dahasi, netice itibariyle sonuglar evrensel kurallar1 ¢ignemistir ve
Planctomycetes filumunun peptidoglikan hiicre duvar eksikligi konusunda benzersiz olmadigi
Onerilmistir (de Almeida ve dig., 2015). S-tabakasinin ve peptidoglikan polimerinin anammox
hiicrelerinde bulunmasiyla birlikte, bu bakterilerin mevcut hiicre diyagrami giincellenmistir
(Sekil 4).

S-tahakas1
Dis zar
Peptidoglikan iceren periplazma
Sitoplazmik zar
Sitoplazma
Anammoksozom zan
Anammoksozom

Sekil 4:
Anammox bakteri hiicresinin kisimlart (— 500 nm) (de Almeida ve dig., 2015 den uyarlanmustir.)
a. Sematik gosterim b. Transmisyon elektron mikrografisi

Anammox hiicrelerinin her bir kompartimani ¢ift tabakali gliserolipitlerden olusan zar ile
cevrelenmistir. Cift katmanli bu yapida, gliserol kisim ya ester bagiyla yag asitlerine ya da eter
bagiyla uzun alkol zincirlerine baglanmistir (Jetten ve dig., 2009). Yag asitleri ve alkoller,
siklobiitan veya siklohekzan halka yapilariyla cis durumunda birbirlerine baglanmaktadir. Bu
olaganiistii zar yapist merdiveni animsattig1 i¢in ‘ladderane’ olarak adlandirilmistir. X ve Y
olmak iizere ladderane yapiy1 olusturan 2 tane halka sistemi tanimlanmistir. Y halka sistemi, son
karbonunda metil ester artig1 iceren heptil zincirinin 5 tane dogrusal bagh siklobiitan halkasiyla
bag yapmasi sonucu olusmustur (Sekil 5, I). X halka sistemi ise ii¢ siklobiitan ve bir siklohekzan
halkas1 igeren oktil zincirinin gliserole eter bagi ile baglanmasiyla meydana gelmistir (Sekil 5,
II) (Sinninghe Damsté ve dig., 2002; van Niftrik ve dig., 2012).
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Sekil 5:
Anammox bakterilerindeki 3 farkli karakteristik ladderane lipit yapusi (van Niftrik ve dig., 2012)
(1: Y halka sistemi; 1I: X halka sistemi; I11: Iki sistemi de i¢eren ladderane gliserol eter/ester)

Ladderane yapisi anammox bakterileri haricinde dogada baska bir canlida bulunmamustir.
Bu yiizden dogada anammox bakterilerinin belirlenmesinde, anammox zarlarinin yapist biyo-
isaret olarak kullanilmaktadir (Jaeschke ve dig., 2007, 2009; Peeters ve van Niftrik, 2019). Buna
ek olarak, anammox zarlarnin toksik ya da degerli metabolitlerin diflizyonunu sinirlandirildig
diistiniilmektedir (Peeters ve van Niftrik, 2019). Yogun zarin az gegcirgenliginden dolay1
hiicrenin yapisal biitiinliigiinii korudugunu ve hiicre konsantrasyon gradientini siirdiirebilmek
admna, hiicre icinden disina yayinan iyonlar ya da ara iiriin olan hidrazin sinirlandirilan
metabolitler olarak 6rnek gosterilebilir (Sinninghe Damsté ve dig., 2002). Fakat 2014 yilinda
yayinlanan bir arastirma cift tabakali ladderanelerin hidrazini zannedildiginden daha ¢ok
gecirdigini ileri siirmiistiir (Chaban ve dig., 2014).

Anammox zarlari arasinda ladderane miktarmin en fazla oldugu zarm anammox
hiicrelerinde biitiin katabolik reaksiyonlarin gerceklestigi anammoksozom kompartmanini
cevreleyen anammoksozom zari oldugu bulunmustur (van Teeseling ve dig., 2013).
Anammoksozom organeli toplam hiicre hacminin %60’1m1 olusturmaktadir. Ayrica fazlaca
kivrimli yapisindan dolayr okaryotik hiicrelerdeki mitokondrinin kristasin1 andirmaktadir. Bu
sayede zara bagli ger¢eklesen metabolik prosesler i¢in zar lizerindeki uygun ylizey alani da
artmaktadir (van Niftrik, 2013). Ciinkii anammox hiicrelerinin metabolik aktiviteleri igin gerekli
olan enerji, ATP-sentaz enzimi tarafindan iiretilir. Bu nedenden dolayr anammoksozom organeli
anammoxX hiicrelerinin biyoenerjetik yeri olarak diisiiniilebilir (van Teeseling ve dig., 2013).

Anammox bakterilerinin hiicre boliinmesi Planctomycetes hiicrelerinden farklidir. Cilinkii
Planctomycetes hiicreleri tomurcuklanarak ¢ogalirken (Fuerst, 1995), anammox hiicreleri ikiye
boliinerek cogalirlar (van Niftrik ve dig., 2009). Periplazmanin igerigi ve fonksiyonu hala
bilinmese de periplazmada yer alan hiicre boliinme halkast olan bir yapi ispatlanmigtir.
Periplazmada hiicre boliinme halkasinin goriiniimii, hiicre boliinmesinin ilk basamagidir.
Ardindan hiicre duvan kismen i¢e dogru biiziliir (Sekil 6) ve hiicrenin elangasyonuyla birlikte
hiicre biiytikliigi iki katina ¢ikar. Boliinmenin sonunda neredeyse esit boyutta anammoksozomu
olan iki 6zdes hiicre olusur (van Niftrik ve dig., 2009). Ek olarak, bir¢cok bakteri tiiriinde hiicre
boliinme halkasi FtsZ proteini tarafindan olusturulur. Ancak bu protein ‘K. Stuttgartiensis’
genomunda bulunmamistir. Anammox bakterilerinde hiicre boliinmesi i¢in sorumlu proteinin
bulundugu yere bagl olarak ‘K. Stuttgartiensis’de kustd1438 geni tarafindan kodlanabildigi
disiiniilmiistiir (van Niftrik ve dig., 2009; van Niftrik, 2013). Tim bunlar agik¢a gosteriyor ki
anammox bakterileri karmasik hiicre planlarindan dolay1 kendi 6zgiin hiicre bdoliinmelerini
gelistirmislerdir.
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Sekil 6:
K. Stuttgartiensis hiicresinin boliinmesi sirasinda elde edilmis transmisyon elektron
mikrografisi (— 500 nm) (van Niftrik ve dig., 2009)

2. ANAMMOX BAKTERILERININ MOLEKULER MEKANiZMASI
2.1. Merkezi Anammox Metabolizmasi

Anammox bakterilerinin anoksik ortamda amonyumu nitriti elektron alic1 olarak kullanarak
azot gazina donistirdigii bilinse de, 1997 yilina kadar bu bakterilerin temel reaksiyon
mekanizmalar1 bilinmiyordu. Anammox bakterilerinin muhtemel reaksiyon mekanizmasiyla
ilgili ilk kanit hidroksilaminin (NH,OH) anammox aktivitesi iizerine olan etkisini gézlemlemek
i¢in yaptiklar1 bir deney sirasinda kazara bulunmustur. Ek olarak, yapilan deney sirasinda
molekiiler agirligi 32 olan ve hiicrede gegici olarak biriken bagka bir azotlu bilesigin varligina
rastlamiglardir. Bu azotlu bilesigi hidrazin (N,H,) olarak tanimlamislardir (van de Graaf ve dig.,
1997). Bu deney farkli bilim insanlar1 tarafindan farkli zamanlarda tekrarlanmis ve aymi
sonuglar elde edilmistir (Strous ve dig., 1999; Schalk ve dig., 2000; Kartal ve dig., 2007; 2008).
Dahasi, hidrosilaminin ve hidrazinin kiiltiire eklendigi zaman inaktif anammox kiiltiiriini
canlandirabildikleri i¢in ikisinin de merkezi anammox metabolizmasinin ara triinleri olduklar:
disiiniiliiyordu. Bunun sonucu olarak van de Graaf ve dig. (1997) bu ara iirtinleri kullanarak
Sekil 7°de gosterilen anammox reaksiyonunu gelistirdiler.

Ik asamada hidroksilamin oksirediiktaz (HAO) enzimi ile nitrit, 4 elektron alarak
hidrokasilamine indirgenmektedir. Hemen ardindan hidrazinin olusabilmesi i¢in amonyum ve
hidroksilamin tepkimeye girer. Son basamakta ise hidrazin oksitlenerek azot gazini olusturur.
Fakat ne hidroksilamin ne de hidrazin fiziksel kosullarda kanitlanamamastir.
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Anammox bakterilerinin olusturulan ilk olasi reaksiyon mekanizmasi (Jetten ve dig., 1998 den
uyarlanmstir.)

Strous ve dig. (2006) ‘K. Stuttgartiensis’ genomunu analiz etmistir. Bu analize gore, nitriti
indirgemek i¢in hidroksilamin oksirediiktazi kodlayan bir gen yerine, nitriti nitrik okside (NO")
katalize eden sitokrom cdl nitrit rediiktaz1 (NirS) kodlayan bir gen kiimesi bulunmustur. Bu
yiizden, 3 adiml1 yeni bir biyokimyasal model 6nermislerdir (Peeters ve van Niftrik, 2019).

NO; + 2H* + e~ - NO + H,0 (E0’ = +0.38V) (3)
NO + NH;} + 2H* + 3e~ —» N,H, + H,0 (E0’ = +0.66 V) 4)
N,H, - N, + 4H* + 4e~ (E0’ = —0.75V) %)

Bu yeni kimyasal modelde, nitrit 6ncelikle nitrik okside indirgenir (Denklem 3). Bu
reaksiyonu gergeklestiren enzimin heme d igeren NirS ya da bakir igeren NirK oldugu
disiiniilmektedir (Kartal ve Keltjens, 2016). Daha sonra denklem 4’te gosterildigi gibi nitrik
oksit ve amonyum o, B ve y altbirimlerinden olusan hidrazin sentaz (HZS) ile hidrazine
dondstiirilmektedir. o, p ve vy altbirimleri sirasiyla kuste2861, kuste2860 ve kuste2859
genlerinin ekspresyonundan meydana gelmistir (Dietl ve dig., 2015). Ayrica, ilk iki basamaktaki
reaksiyonlarin gergeklesebilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan elektronlar denklem 3’te gosterildigi gibi
hidrazinden azot gazi iiretimi sirasinda agiga c¢ikan elektronlardan saglanir. Son reaksiyon,
kustc0694 ve kustd1340’in gen {irlinii olan HAO benzeri bir oktaheme proteini olan hidrazin
dehidrogenaz (HDH) ile katalizlenir. Anammox metabolizmasinda kullanilan bu {i¢ enzim
¢oziilebilir enzimlerdir. Yani, hicbiri zara bagl enzim degildir ve anammoksozom organelinin
icinde bulunur (Sekil 8) (van Niftrik ve Jetten, 2012). Strous ve dig. tarafindan onerilen bu
biyokimyasal mekanizma, Kartal ve dig. (2011b) tarafindan tam genom transkriptomik,
proteomik, fizyolojik ve biyokimyasal deneylerden elde edilen sonuglar ile dogrulanmistir.
Buna ek olarak, N,H4 ve NO ara iiriinleri, nitritin 15N-etiketlemesi, kombine edilmis inhibisyon
caligmalari ve hiicrelerin floresan etiketlenmesi ile dogrulanmistir (Kartal ve dig., 2013).

Anammox hiicrelerinde anammoksozom zar1 boyunca olusan elektrokimyasal potansiyel
gradientinin sabit tutulabilmesi i¢in anammox metabolizmasi ve enerji korunumu arasinda bir
iliski oldugu bulunmustur. Dongiisel anammox yolundaki elektronlar varsayilan elektron
tasiyicilar ile taginmaktadir. Farkli reaksiyonlar arasindaki elektron transfer olaylari solunum
kompleksleri ve elektron transfer modiilii (ETM) ile gerceklestirilmektedir (Sekil 8) (Kartal ve
dig., 2013).
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Sekil §8:
Giincel ve basitlestirilmis anammox metabolizmasi (Ferousi ve dig., 2017 'den uyarlanmuistir.)
(NXR: Nitrat rediiktaz, Nir: Nitrit rediiktaz, HZS.: Hidrazin sentaz; HDH: Hidrazin
dehidrogenaz; ETM: Elektron transfer modiilii; R/b: Rieske-heme kompleksi; y-ve y+: Zarin

negatif ve pozitif tarafi)

Anammox metabolizmasindaki elektron dongiisiinii saglayan elektron tasiyicilari, c-tipi
heme ve mavi bakir proteinleri olarak kabul edilmistir (Kartal ve Keltjens, 2016). Denklem 5’te
tiretilen 4 adet disiik potansiyelli elektronlar 2 tane yeni bulunmus Rieske-heme b
komplekslerini (R/b; bcl kompleksleri) besler. Bu kompleksler sirasiyla kustd1480-85 ve
kuste4569-74 genlerinin {irtinii olan R/b-2 ve R/b-3 kompleksleridir (Sekil 9). Menakinon-7’nin
(MQ) menakinona (MQH;) indirgenmesi sirasinda, solunum komplekslerinde anamoksozom
zarindan proton transferi gergeklestirilir. Boylece protonu harekete gecirme kuvveti (proton
motive force) olusur. Bu olay da hem membrana bagli H'-bagil F,F-ATP sentaz (ATP-sentaz1)
enziminin ATP sentezlemesine yol acar hem de NAD(P)”nin NAD(P)H’ye indirgenmesini
saglar. Rieske/cyth solunum kompleksleri anammox enerji metabolizmasinin merkezi olarak
diistiniilebilir. Ciinkii termodinamik olarak uygulanabilir karmasik prosesi gerceklestirebilen
sorumlu yapilar bu komplekslerde bulunmaktadir. Ayrica kuste2855-56 gen iiriinii olan ETM
protein kompleksi, N,H; ve NO sentezinde kullanilacak olan elektronlar ¢evrimsel elektron
akisindan MQH,’nin oksidasyonu ile tedarik etmektedir (de Almeida ve dig., 2016).
NAD(P)’nin indirgenmesi sirasinda kullanilan elektronlar da o, B, y altbirimlerini igeren nitrit:
nitrat oksirediiktaz (NXR) enzimiyle nitritin nitrata oksidayonu sayesinde yenilenmektedir.
Altbirimler sirasiyla kustd1700/03/04 genlerini temsil etmektedir (de Almeida ve dig., 2015).
Bu yenileme ayni1 zamanda diger bazi organik veya inorganik elektron vericilerin oksidasyonu
sayesinde de gerceklestirilir (Kartal ve dig., 2013). Bunlarin yani sira nitrit, anamoksozomda
NrfA'nin bir varyant1 veya yeni bir enzim olan dissimilatory nitrit rediiktaz (Nrf) (pentaheme
sitokrom ¢) ile amonyuma indirgenir (Sekil 9) (Kartal ve Keltjens, 2016).
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Sar

Sitoplazma

NAD(P)H NH:D[P]* NAD(PJH NAE[PT

Sekil 9:
Detayli anammox metabolizmast (Kartal ve Keltjens, 2016 dan uyarlanmistir.)

(Siyah yuvarlaklar i¢indeki numaralar reaksiyonun sirasini gosterir. Nir: Nitrit rediiktaz; HZS:
Hidrazin sentaz; HDH: Hidrazin dehidrogenaz; HOX: Hidroksilamin oksidaz, NXR:
Nitrit:nitrat oksirediiktaz; Nrf: Dissimilatory nitrit rediiktaz; R/b, R/b-2, R/b-3: Rieske-heme b
kompleksleri; ETM: Elektron transfer modiilti;, MQ: menakinon-7; MOH,: Menakinon, Siyah
ok: Substrat (amonyum ve nitrit) akisi; Kirmizi ok: Elektron akisi;, Kirmizi baklava igareti;
Tasinan electron; Kesikli ¢izgi: Tespit edilmesi gereken reaksiyonlar veya prosesler; Kirmizi,
mor, turuncu. Strast ile heme b, c-tipi octaheme ve multiheme proteinleri)

2.2. ATP Sentezi

‘K. Stuttgartiensis’ genomundan 4 farklt ATP-sentaz enzimi (ATP-sentazl, ATP-sentaz2,
ATPsentaz3 ve ATPsentaz4) kodlanir (Sekil 10). ‘K. Stuttgartiensis’ tiirinde ATP sentezi i¢in
kullanilan ana enzim olan ATP-sentazl, kuste3787-3796 gen iirliniidiir. ATP-sentaz2, 3 ve 4
enzimleri sirasiyla kuste4592-4600, kustc0572-0579 ve kuste3864-3871 genleri tiriinleridir.
Ayrica ATP-sentaz4, prokaryotik V-tipi ATP-sentaz enzimidir (van Niftrik ve dig., 2010). ATP-
sentaz2 ve 3, d altbirimine sahip degillerdir ve ek olarak 1 veya 2 tip membran altbirimlerini
igerirler (AtpQ, kuste4594 ve kustc0574); AtpR, kuste4595). Bunun yam sira, bu enzimler F-
ATP-sentaz olarak da bilinirler (van Niftrik ve dig., 2010) ve sodyum (Na") pompalayan ATP-
sentaz hidrolazlar1 gibi rol oynarlar (de Almeida ve dig., 2016). Anammox hiicrelerinin
sitoplazmik membranlarinda az miktarda ATP-sentazl enzimi bulunsa da bu enzim esasen
anammoksozomda bulunmaktadir. ‘K. Stuttgartiensis’ genomundaki 4 ATP-sentaz enzimi
resmedilen Sekil 10’da, gen tirlinleri ATP-sentaz ile baglantili homolog altbirimlere gore
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etiketlenmistir. Ust kisimlarinda beyaz cember ile etiketlenmis olan genler, bilinmeyen
proteinleri veya bilinen fakat benzer sekans uzunluklarmma sahip olmayan proteinleri ifade
etmektedir.

De Almeida ve dig. (2016) NAD(P)H ile kuinonun indirgenmesinin 2 farkli solunum
kompleksi tarafindan yiirGitiildiigiinii ispatlamigtir. Bunlardan biri proton pompalayan enzim
iken digeri baglama iyonu olarak sodyum (Na") kullanan enzimdir (Na"-NQR). Kullanilan Na"
iyonunun, Na'-NQR aksiyonu ve muhtemelen sodyum pompalayan N-ATP-sentazlarin etkisi ile
birlikte sodyumu harekete gecirme kuvveti (sodium motive force (smf)) olusturdugu iddia
edilmistir. Fakat smf termodinamik kurallari yoniinden hiicre karbon metabolizmasi igin
feredoksinin indirgenmesine yol acar (Peeters ve van Niftrik, 2019).

HAIP-zentazl M 1

fkuste37E7-3706) |:-F-¢—3>EE-|:'| a )| ] B >|=J,u—
FIP-zentazi

(kusted592-4600) — B *ﬁﬁ{ a ;B* b,.*l o >_T>7
FIP-zentazd r

(hustc0S72-0579) } )—[‘rim }—>7
FIP-zertazd

Sekil 10:
‘K. Stuttgartiensis’ genomundan kodlanan 4 farkli ATP-sentaz gen kiimesinin karsilastirilmasi
(Kartal ve dig., 2013 den uyarlanmustir.)
(orf: agtk okuma ¢ergevesi; aa: amino asit)

2.3. Hidrazin Sentezi

Hidrazin son derece reaktiftir ve bu yiizden roket yakiti olarak kullanilan zehirli bir
bilesiktir. Anammox bakterileri hidrazini azot gazi iiretebilmek i¢in ara madde olarak
kullanirlar. Hiicrede hidrazin olusumu multiprotein kompleksi olan hidrazin sentaz enzimi
(HZS) araciligryla gerceklestirilir (Denklem 4) (Strous ve dig., 2006). 2015 yilina kadar,
hidrazin sentezinin enzimatik metabolizmasi bilinmiyordu. Dietl ve dig. ‘K. Stuttgartiensis’ten
multienzim kompleksini izole etmislerdir ve hidrazin sentezi mebolizmasinin detayli yapisini
dogrulamiglardir (Dietl ve dig., 2015). Anammox bakterilerinin %20’lik protein tlimlecini
olusturan HZS enzimi kuste2854-61 gen kiimesinin bir parcasi olan kuste2859-61 genlerinden
kodlanmaktadir (Kartal ve Keltjens, 2016). Sirasiyla kuste2861, -2859 ve -2860 gen iiriinleri
olan a, B, ve y altbirimlerinden olusan HZS, o,,Y, stokiyometrisine sahiptir. Tiim altbirimler 4
heme, 1 ¢inko iyonu ve birka¢ kalsiyum iyonu igermektedir (Dietl ve dig., 2015).

Dietl ve dig. (2015) calismalarinda biyolojik olarak hidrazinin iiretilmesini detayli bir
sekilde agiklamistir (Sekil 11). Heme al ve heme yI'nin aktif bolgeleri, iki yonde boliinen tiinel
sistemleri ile birbirine baglidir; bunlardan biri protein yiizeyine dogrudur, digeri ise substrat ve
Uriiniin giris ve ¢ikisina izin verir. Tineller p245-260 dongiisii (loop) tarafindan diizenlenir. Bu
baglantt goz Oniine alindiginda, iki yarim reaksiyon Onerilmektedir. Birinci boliim, redoks
partnerinden (triheme sitokrom c¢) elde edilen 3 elektron ile yl alaninda nitrit oksidin (+2
oksidasyon derecesi) hidroksilamine (-1 oksidasyon derecesi) indirgenmesi anlamina gelir
(Denklem 6). Bu reaksiyonun amaci hidrazinde bulunan azot atomlarinin -2 oksidasyon
derecesine ulagsmasini saglamaktir. Daha sonra, hidroksilamin tiinelden o bdlgesine yayilir ve
burada, hidrazin sentezi gerceklesir (Denklem 7). Bu reaksiyon ‘comproportion reaksiyonu’
olarak adlandirilmistir. Reaksiyonun substratlarindan biri olan amonyak kiiciik tiinel aracilig1 ile
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tedarik edilir. Son olarak hidrazin, protein ylizeyine dogru olan tlinelden salmir (Kartal ve
Keltjens, 2016).

NO + 3H* + 3e~ » NH,OH (6)

NH,O0H + NH; - N,H, + H,0 (7

Redoks partner
(kustedE5d)

v hilgesi reaksiyonn:
Hemevll  INGuaHtge -NH,OH

Sekil 11:
Biyolojik hidrazin sentezinin énerilen mekanizmasinin sematik gésterimi (Dietl ve dig.,
2015 den uyarlanmigtir.)

Hidrazin, endiistride Raschig prosesi ile iiretilmektedir. Bu proses, essiz olan biyolojik
hidrazin sentezi mekanizmasina ¢ok benzemektedir. Rasching mekanizmasinda, hidroksilamin
yerine kloramin (NH,Cl) kullanilmaktadir; dolayisiyla amonyak kloramin ile reaksiyona
girmektedir (Dietl ve dig., 2015).

Son olarak, HZS canli disinda oldugu zaman yavas bir enzimdir. Ciinki ‘K.
Stuttgartiensis’ten izole edilmis olan HZS enziminin spesifik aktivitesi 20 nmol/h/mg protein
olarak bulunmustur. Bu deney sirasinda, hiicrenin par¢alanmasinin ardindan enzim aktivitesinde
%90 oraninda bir kayip gézlemlenmistir. Enzimin inaktif olmas1 veya essiz kompleks yapisinin
bozulmasi bunun sebepleri olarak diigsiiniilmektedir (Dietl ve dig., 2015).

3. ANAMMOX BAKTERILERININ CEVRE UYGULAMALARI

Amonyumun nitrit aracilifiyla direkt olarak azot gazina donistiiriilebilmesi nedeniyle,
anammox uygulamalar1 6zellikle endiistriyel ve kentsel atik su aritma sistemlerinde
uygulanmaya baslanmigtir (Kuenen, 2008). %100 organik madde tiiketimini, %60 havalandirma
maliyetini ve %80 ¢camur iiretimini azaltmas1 ve ayrica sera gazi emisyonunun daha az olmasi
bu prosesin beraberinde getirdigi avantajlardir. Bu nedenle, Anammox prosesi konvansiyonel
nitrifikasyon/denitrifikasyon prosesiyle Kkarsilastirildigi zaman, biiyiik 0Olglide maliyeti
disiirmektedir (Cao ve dig., 2017). Bu prosesin diisik maliyetli ve cevre dostu olmasi
ozellikleri goz oniine alindiginda, Anammox prosesi ¢amur digester sivilar1 (Zhang ve dig.,
2015), ¢op depolama sizint1 suyu (Miao ve dig. 2014; Miao ve dig., 2019; Wang ve dig., 2016),
monosodyum glutamat atiksuyu (Gonzalez-Martinez ve dig. 2018; Shen ve dig., 2012), siyah
atiksu (DeGraaff ve dig., 2011), hayvan giibresi digester likorii (Yamamoto ve dig., 2011),
patates isleme endiistrisi atiksular1 (Gonzalez-Martinez ve dig., 2015) ve semikondiiktor fabrika
atiksular1 (Daverey ve dig., 2012; 2013) gibi farkli tip endiistriyel atiksularm aritim
prosesislerine basariyla entegre edilmistir (Li ve dig., 2018). Fakat, anammox bakterilerinin

536



Uludag Universitesi Miihendislik Fakiltesi Dergisi, Cilt 24, Sayi 3,

biiylimesi i¢in gerekli olan iz element ve besinlerin az miktarda ve ayrica bazi toksik bilesiklerin
yiiksek miktarda bulundugu farmasotik atiksular gibi endiistriyel atiksularmn aritimi ise
Anammox prosesi ile zorlayict olmaktadir (Daverey ve dig., 2012; Tang ve dig., 2011). Ancak,
bu prosesin beraberinde getirdigi yeniliklerden dolayr Anammox prosesinin farkli tip
endistriyel atiksulara entegrasyonu ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir (Tang ve dig.,
2011).

Anammox’un ilk ve temel uygulamas1 deamonifikasyon prosesi olarak da bilinen kismi
nitrifikasyon/anammox (PN/A) uygulamasidir. Bu proseste, amonyum oncelikle amonyum
oksitleyen bakteriler (AOB) tarafindan nitrite doniistiiriilir (Denklem 8); ardindan, nitrit,
anammox bakterileri tarafindan azot gazina gevrilir (Denklem 9) (Lackner ve dig., 2014). Ayni1
zamanda bu reaksiyonlar kombine edilmistir (Denklem 10) (Qian ve dig., 2017).

NH} + 130, + 0.09HCO35 — 0.98N0; + 0.018CsH,0,N + 1.04H,0 + 1.89H* (8)

NHf + 1.32N05 + 0.066HCO3 + 0.13H* — ©
1.02N, + 0.26N03 + 0.066CH,00 5Ny 15 + 2.03H,0

NH; +0.790, +0.079HCO + 0.055H* - 0.434N, + 0.1INO3 +0.01CsH,0.N+
0.028CH,0, 5Ny 15 + 1.46H,0 + 1.086H*

PN/A sistemlerde, oksijenli ortamda nitriti nitrata doniistiirebilen nitrit oksitleyen
bakterilerle (NOB) ilgili kaygi duyulmaktayd: (Lackner ve dig., 2014). Ciinkii NOB, nitriti
substrat olarak kullanabildigi i¢in anammox bakterilerine, oksijeni kullanabildigi ic¢in de
AOB’ye potansiyel rakiptir (Sekil 12) (Cao ve dig., 2017). Ortamdaki oksijen miktar
limitlenerek (Blackburne ve dig., 2008) ve ¢amur bekletme siiresi minimum seviyede tutularak
(Hellinga ve dig., 1998) bu problemin iistesinden gelinmistir.

AOB NOB
o,
“—>( no:+0.-NO;
NO.
-
NHs* x

NO2 0z + COD — COz
—p NOT + COD
NOz + COD.

COz + N2

AnAOB HB

Sekil 12:
Farkly mikroorganizmalar arasindaki subsrat yarist (Cao ve dig., 2017)
(AOB: Amonyum oksitleyen bakteriler, NOB: Nitrit oksitleyen bakteriler; AnAOB:
Anammox bakteriler; HB: Heterotrofik bakteriler)

PN/A sistemlerinde, sirali kesikli reaktorler, tanecikli camur reaktorii, hareketli yatakli
biofilm reaktdrii, hibrit reaktor gibi ¢esitli reaktorler kullanilabilir. PN/A sistemler, tek kademeli
(CANON, ANITA MOX) veya iki kademeli (SHARON-anammox) (Sekil 13) olarak kategorize
edilebilirler (Cao ve dig., 2017; Gonzalez-Martinez ve dig., 2018). Her iki sistemin de
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avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ornegin, tek kademeli sistemlerin altyap:r ve
operasyon maliyetleri az oldugu gibi, atmosfere daha az miktarda nitrdz oksit yayarlar
(Kampschreur ve dig., 2009; Pérez ve dig., 2014; Wett ve dig., 2013). iki kademeli sistemlere
gelince, bu tarz sistemlerde ayr1 reaktorlerin optimizasyonu (Isanta ve dig., 2015) ve anammox
bakterileri i¢in anoksik bir ortam yaratmak (Pérez ve dig., 2014) daha kolaydir.

1CO,
[ e
1 NH,+ "'"T‘ 7 0.5NH+
1 HCO4~ .L 0.5 NO~
0.75 0, f
SHARON Anammox
Sekil 13:

SHARON-anammox sisteminin gosterimi (Volcke ve dig., 2005)

Tam o6lgekli ilk PN/A sistem (2 kademeli), Hollanda, Rotterdam’da kurulmustur. Lackner
ve dig. (2014) PN/A sistemlerde en ¢ok kullanilan reaktor tipi olan sirali kesikli reaktorlerin,
kurulan tesislerin %350’sinden fazlasinda bulundugunu raporlamistir. Buna ek olarak, tiim
tesislerin %88’inin tek kademeli PN/A sistem kullandiklan ifade edilmistir. Simdiye kadar,
kadar Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika'da 200'den fazla tam 6lgekli tesis kurulmustur (Cao ve
dig., 2017) ve her tesis, PN/A stratejisine gore farkli konseptler ve reaktdr konfigiirasyonlari
kullanmaktadir (Lackner ve dig., 2014). Tiirkiye’de Anammox prosesinin kullanildigi tam
Olcekli atiksu aritma tesisi bulunmamakta olup 4 adet pilot tesis vardir. Bu tesislerden iki tanesi
Bursa’da yer almaktadir. Bunlar, Bursa Dogu Atiksu Aritma Tesisi (AAT) Ana akim 2 asamali
deamonifikasyon graniiler pilot tesisi (Uflaz, 2018) ve Bursa Dogu AAT ana akim
deamonifikasyon hareket yatakli biyofilm reaktorii (HYBR) pilot tesisleridir. Diger 2 tesis de
Atakoy Atiksu Aritma Tesisi’nde yer almakta olup biri heniiz kurulus asamasindadir. Digeri ise
Atakdy AAT Ana akim deamonifikasyon HYBR pilot tesisidir (Celik, 2018).

PN/A sistemi diginda, Anammox prosesi baz alinarak bagka sistemler de gelistirilmistir. Bu
sistemlerden birisi SNAD olarak bilinen aym anda kismi nitrifikasyon, anammox ve
denitrifikasyon proseslerinin gergeklestirildigi sistemdir (Chen ve dig., 2009; Wang ve dig.,
2010). Anammox prosesi boyunca, giris atik suyundaki amonyum konsantrasyonu az olsa bile,
¢ikis atik suyunda nitrat birikebilmektedir. Ornegin, suyun igindeki 1,32 nitrit/amonyak orani,
toplam azotun %]11’nin nitrata donlismesine sebep olabilir. Bu durumda, c¢ikis suyu
bosaltilmadan Once nitratin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Sistemdeki ¢o6ziinmiis oksijen
konsantrasyonunun artmasi bu soruna neden olabilir (Wen ve dig., 2016). SNAD sistem
sayesinde, tiim reaksiyonlar ayn1 reaktdrde gerceklestirilebilir. Bu sistemde, amonyum oncelikle
AOB’ler tarafindan oksitlenir, hemen ardindan da olusan nitrit hem denitrifikasyon hem de
anammox bakterileri tarafindan kullanilabilir.

Kurulan sistemlerden ikincisi iss DEAMOX (denitrifikasyon/anammox) sistemleridir. Bu
sistem, temel olarak evsel atik sularda bulunan azotu verimli bir sekilde uzaklastirmak igin
kurulmustur (Kalyuzhnyi ve dig., 2006; Kalyuzhnyi ve Gladchenko, 2009). Bu teknoloji ii¢
cesit reaktorden olusur. Ilk reaktdr siilfit ve amonyumun heterotrofik bakteriler tarafindan
iretildigi anaerobik reaktor, ikinci reaktdr ise yliksek miktarda nitrat az miktarda nitritin
diretildigi nitrifikasyon reaktoriidiir. Son reaktér ise DEAMOX reaktorii olarak adlandirilan
kismi denitrifikasyon ve anammox islemlerinin gerceklestirildigi reaktordiir (Dezotti ve dig.,
2018). Siilfat elektron verici olarak kullanilarak, heterotrof bakteriler tarafindan nitrat nitrite
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doniistlriiliir. Bdylece, anammox bakterileri reaktorde nitritten faydalanarak azot gazi
olustururlar. Bu prosesin bulunmasimin ardindan, siilfat yerine ugucu yag asitlerinin
kullanilmasiyla ilgili ¢alismalar yapilmistir. Fakat sonuglar reaksiyon verimliliginin diistiigiinii
gostermistir (Kalyuzhnyi ve dig., 2008).

4. DEGERLENDIRME

1990’11 yillarin sonunda kesfedilen anammox reaksiyonu, amonyumu direkt olarak azot
gazina ¢evirebilmesi nedeniyle azot dongiisiiyle ilgili mevcut kaliplar1 kirmis olup c¢evre
biyoteknolojisi alaninda 6nemli bir etki yaratmistir. Metabolizmasinda ara iiriin olarak toksik bir
madde olan hidrazin iiretiminin yani sira hem hiicre zar yapisindaki hem metabolizmasindaki
essizligiyle molekiiler biyoloji alaninda da ilgi ¢eken ¢alisma konularindan biri héline gelmistir.
Simdiye kadar 7 tiirii tespit edilen anammox bakterilerinin saf kiiltiirii bulunmadigindan tiim
tirlere Candidatus statiisii verilmistir. Anammox bakterilerinin saf kiiltiir olarak heniiz elde
edilememesi, bu bakterilerin metabolik yollarinin arastirilmasini ve pratik uygulamalarda
kullanilmasini ciddi sekilde kisitlamaktadir. Bu kisitlama anammox bakterileri ile yapilan
laboratuvar ve biiyiik 6lgekteki ¢alismalarda hedeflerin sinirli ve verimin diisiik olmasina sebep
olmaktadir. Bu nedenle, heniiz kiiltiire edilememis olan anammox bakterilerinin saf kiiltiir
olarak elde edilmesi tlizerinde ¢aligsmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Konvansiyonel nitrifikasyon/denitrifikasyon prosesiyle karsilastirildigt zaman maliyeti
ciddi 6lglide azaltmasi nedeniyle diinya {lizerinde su anda ¢ogu Avrupa lilkelerinde olmak iizere
200’den fazla tam ol¢ekli Anammox prosesi uygulamasi bulunmaktadir. Fakat diisiik biiylime
hizina sahip ve c¢evresel kosullara hassas olan bu bakteri tiirii i¢in baz1 endiistriyel atiksularin
aritimi1  zorlayict olmaktadir. Bu prosesin beraberinde getirdigi yeniliklerden dolayr gerek
anammox bakterilerinin adaptasyonu gerekse farkli tip reaktor konfigiirasyonlar1 iizerinde
caligsmalara agirlik verilmelidir.

Tiirkiye’de biri kurulum asamasinda olan sadece 4 tane Anammox pilot tesisi
bulunmaktadir. Bunun disinda laboratuvar 6l¢ekli 6nemli caligmalar yapilmistir (Akgul, D. ve
dig., 2013; Erdim ve dig., 2019; Gliven ve dig., 2005; Kalkan Aktan ve dig., 2018; Kocamemi
ve dig., 2018; Yapsakli ve dig., 2017). Laboratuvar ve pilot 6lgekli ¢aligmalardan elde edilen
sonuclar Olcek biiyiitillerek tekrarlanmalidir. Gergek Olgekli calismalar evsel atiksu aritma
tesislerinden ziyade amonyum konsantrasyonunun yiiksek oldugu endiistriyel atiksularla
gerceklestirilmelidir.
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