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YUKSEK LiSANS

Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis'in U(V1) DIRENCLILIiGi,
BiYOAKUMULASYONU VE CEVRE BiYOTEKNOLOJISIN DE KULLANIMI
UZERINE CALISMALAR

Mehmet Kadir ODUNCU

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman  : Dog. Dr. Sadin OZDEMIR
II. Damisman : Yrd. Dog. Dr. Erdal OGUN

2016, 93 Sayfa

Termotolerant Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis kullanarak Uranyum(VI)'nin
direncliligi ve biyoakiimiilasyonu calisiimistir. U(VI) minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri B.
vallismortis icin 82,5 mg/L ve B. mojavensis igin 85 mg/L olarak bulunmustur. Farkli U(VI)
konsantrasyonlarmin B. vallismortis ve B. Mojavensis’in lireme ve biyoakiimiilasyonu iizerine etkisi sivi
besiyerinde incelenmistir. Bakterilerin sivi besiyerinde, kati besiyerine gore daha hassas olduklar
bulunmustur. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore, U(VI)'min biyoakiimilasyon kapasiteleri B.
vallismortis ve B. mojavensis'in gelisim fazlarinin farkli evrelerinde farklilik gostermistir. B. vallismortis
ve B. mojavensis'in en yiiksek biyoakiimiilasyon kapasiteleri sirastyla 50 ve 48,2 mg/g kuru bakteri olarak
belirlemigtir. B. vallismortis ve B. mojavensis kullanarak farkli U(VI) konsantrasyonlarinin a-amilaz
iiretimi lizerine olan etkisi de test edilmistir. Bunlara ilaveten U(VI) iyonlar1 ¢ok duvarli MWCNT ve
XAD-4 reginesi iizerine tutturulmus B. vallismortis ve B. mojavensis ile onderistirilmistir ve UV-vis
spektrofotometre ile belirlenmistir. pH, akis hizi, biyosorbentlerin ve destek matrikslerinin miktari, eluent
tipi, konsantrasyonu ve hacmi, yabanci iyonlar, érnek hacmi ve kat1 faz ekstraksiyon kolonlarmin tekrar
kullanim1 gibi U(VI)'nin gerikazanimi iizerine g¢esitli faktorlerin etkisi ¢alisilmis ve ekstraksiyon kosullari
optimize edilmistir. U(VI)'l1 ve U(VI)'siz MWCNT ve XAD-4 reginesi iizerine immobilize edilmis B.
vallismortis ve B. mojavensis'in karakterizasyonu FT-IR ve SEM ile incelenmistir. Yeni kat1 faz
ekstraksiyon metodlarinin dogrulugu icin sertifikali referans materyaller kullanilmigtir. Dogrulanan yeni
metodlar dogal 6rneklerdeki U(VI)'nin belirlenmesi i¢in uygulanmastir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus vallismortis, Bacillus mojavensis, uranyum(VI), direnglilik,
biyoakiimiilasyon, kati faz ekstraksiyonu, UV-vis spektrofotometre
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Bioaccumulation and resistance of Uranium(VI) were experimented by using thermotolerant
Bacillus vallismortis and Bacillus mojavensis. The minimum inhibition concentration of (MIC) values of
U(VI) was found to be 82,5 mg/L for B. vallismortis and 85 mg/L for B. mojavensis. The effect of various
U(IV) concentrations on the growth and bioaccumulation on B. vallismortis and B. mojavensis were
investigated in the liquid culture media. It was found that the bacteria in liquid media was more sensitive
than in the solid media. What was obtained from this study is that there was diversity in the various
periods of the growth phases of uranium bioaccumulation capacities, which were shown by B.
vallismortis and B. mojavensis. The highest U(V1) bioaccumulation capacities of B. vallismortis and B.
mojavensis were determined to be 50 and 48,2 mg/g dried bacteria, respectively. The effect of various
concentration of U(VI) on a-amylase production by using B. vallismortis and B. mojavensis was also
tested. In addition to these, uranium(V1) ions were preconcentrated with immobilized B. vallismortis and
B. mojavensis onto multiwalled carbon nanotube (MWCNT) and XAD-4 resin and were determined by
UV-vis spectrophotometry. The effect of several factors such as pH, flow rate of solution, amount of
biosorbents and support materials, eluent type, concentration and volume, the foreing ions, sample
volume and reusage of solid phase extraction columns on retention of U(V1) were studied and extraction
conditions were optimized. The characterization of immobilized B. vallismortis and B. mojavensis onto
MWCNT and XAD-4 resin with and without U(VI) were examined by FT-IR and SEM. The certified
reference materials were utilized for the validation of new solid phase extraction methods. The new
validated methods were applied for the determination of U(VI) in natural samples.
Keywords: Bacillus vallismortis, Bacillus mojavensis, uranium(V1), resistance, bioaccumulation, solid

phase extraction, UV-vis spectrophotometer

XVi



1. GIRIS
1.1. Cevre Biyoteknolojisi

Endiistriyel gelismeye ile birlikte artan ¢evre kirliligi kentsel yasamda onemli
sorunlar ortaya ¢ikarmistir. Bilhassa yirminci yiizyilin ikinci yarisinda, niifus artisindaki
hizlanmaya bagh olarak artan ¢evre kirliligi, temel kaynaklarin daha fazla kirlenmesine
neden olmus ve sonugta ekosistemin dlizeninin bozulmasi kaginilmaz olmustur (San,

2007).

Takibi biylk bir hizla gelisen teknolojik ilerlemelere insanlarin bitmek
bilmeyen tliketim hiz1 eklenince gevre kirliligi karsimiza dnemli bir sorun olarak ¢ikar.
Bu sorunun ¢6ziimiinde teknolojik iirlinler 6nemli bir alternatif sunsa da olusturduklari
son triinlerin gevreye verdigi zararlar oldukg¢a fazladir (Dénmez, 2006).

Bircok endiistri kurulusu, islem algoritmalar1 geregi gesitli toksik metaller ve
radyoaktif maddeleri kullanmaktadirlar. Bunlar igerisinde, kursun, ¢inko, kobalt,
kadmiyum, krom, arsenik, nikel, civa, giimiis, uranyum, toryum gibi, kalic1 etkilerinden
dolay1 cevre saglig1r yoniinden dnem tagimakta olup, canli sistemlerde belirli bir sinir1
astiginda ise son derece toksik etkisi gostermektedirler (Ozcan, 2010).

Cevre biyoteknolojisi en fazla kullanildig1 6nemli bir alan ise enerji sektorudur.
Bu sektordeki islemler arasinda gevreye zarar vermeyen yakitlarin tiretimi kendiliginden
parcalanabilen son f{irlinlerin olusmast ve c¢evre kirliligine neden olan maddeleri
pargalayacak biyolojik mekanizmalarin gelistirilmesi yer almaktadir (Tiibitak, 2004).

Cevre kirliliginin diinya iizerindeki artis egilimi agisindan bakilirsa, niikleer
enerji yeni nesiller igin buyuk bir 6nem kazandig: goriilmektedir (Fta ve ark., 1997).

Bilindigi tizere niikleer enerji, atomun c¢ekirdeginden elde edilen bir enerji
taradir. Etkin bir sekilde kullanabilmek ve gesitli enerji tirlerine doniistirmek amaciyla
nlkleer reaktorler kurulmaktadir (wikipedia.org).

Nikleer enerji tiretiminde agiga ¢ikan atigin dogal sirecte yok olmasi on
binlerce yil siirerken bu atiklarin insanliga, ¢evreye ve biitiin canlilara uzun vadede
ciddi zararlar1 bulundugu tespit edilmistir. Niikleer atiklar oldukga uzun surede havaya,
suya ve topraga karisan radyasyonun bitkilere, insanlara ve diger canlilara degisik
yollardan etkileme potansiyeli vardir. Solunum, deri, tliketilen besinler ve topraktan

canlilar1 etkilemesi olasidir (Ekdal ve ark., 2000).



Bilim adamlar1 ve ¢evre miihendislerinin ¢6zmek zorunda kaldiklar1 6nemli bir
sorun da niikleer atiklarin siirdiiriilebilir, maliyeti diisik ve uygulanmasi pratik
teknolojik metodlar gelistirmekle karsi karsiya kalmalaridir (Nourbakhsh ve ark., 1994).

Cevre biyoteknolojisinde; cevrenin yasamsal olatak daha kaliteli ve temiz olmasi
icin siklikla mikrobiyal canlilar1 aragsal olarak kullanilir. Bu yontemlerden olan
biyoremidiasyon, toksik kimyasallarin ve diger zararli bilesik i¢eren atiklarin yigilmasi
ile gergeklesen cevresel facialar1 azaltma ya da en aza indirip elimine etmek igin
organizmalarin  kullanilmasidir. Bu teknolojide, daha c¢ok GDMO (Genetigi
degistirilmis mikroorganizmalar) organik ve inorganik bilesimlerin doniigiimleri igin
kullanilmigtir. Tabi bu yontemler geri kazanim ve geri kullanim i¢inde énem arz eder
(Gazso, 2001).

Teknolojik  gelismelerle  birlikte  yapilan  son  calismalarda, bazi
mikroorganizmalarin ¢evreyi kirleten metallerin temizlenmesinde Onemli Olcude
kullanilabilecegi anlagilmistir (Costa ve Duta, 2001).

Bu gelismelerden hareketle son yillarda icinde agir metal bulunan atiksularin
kullanilabilir hale getirilmesinde biyolojik yontemlerin; etkili, pratik ve ekonomik
olmalar1 nedeniyle geleneksel aritim yontemlerinin yerine tercih edildigi ve bilimsel
arastirmalar bu yonde agirlik kazanmaktadir. Biyolojik siireclerle metal aritimi,
Ozellikle mikrobiyal hiicrelerle yapilan metal biyosorpsiyonu etkili ve alternatif bir
teknolojidir (Costa ve Leite, 1991).

Nikleer teknolojide, endistride ve aritma teknolojilerinde adsorpsiyona ve
biyosorpsiyona dayali ayirma ve geri kazanma islemleri 6nemli yer tutmaktadir. Atik
sulardan agir metallerin ve radyoniiklitlerin mikroorganizmalar tarafindan
biyosorpsiyonu, bu metallerin giderimi veya geri kazanimlari i¢in mevcut teknolojilere
potansiyel bir alternatif olarak kabul edilmistir. Canli veya 6lii mikroorganizmalar,
hiicre ylizeyindeki fonksiyonel gruplarin mevcudiyetinde metal iyonlarini baglarlar.
Canli ve Olii organizmalar serbest ya da immobilize formlarda, biosorpsiyon igin
kullanilabilirler (Turkdzu, 2006).

1.2. Agir Metaller

1.2.1. Agir metallerin tanim

Atmosferdeki farkli gaz ile parcaciklarin fazlaliklari, fabrika bacalarindan
cikmakta olan hava kirleticiler ile atiklar1 bitki ve toprak verimliliklerine olumsuz

anlamda etkide bulunmaktadir. Bilhassa yirminci ylizyilin ikinci yarilarinda endiistri



gelisimlerine bagli bi¢imde meydana gelen ve artarak siliren hava ile agir metal
kirlilikleri ¢agimizda tiim canlilarin iizerinde tehdit olusturur (Zheljazkov ve Nielsen,
1996).

Agir metaller genel manada tarif edilecek olursa nispeten yiiksek yogunluklara
sahip, diisiikk konsantrasyonlar da dahi toksik ya da zehirleyici durumda olan metaldir.
Gergekte tarifi ise atom numaralarina bakilarak siniflandirildigi zaman, atom numarasi
20’den biliyiik ya da bir santimetrekiip hacim kaplayan miktarlar1 bes gramdan daha
fazla agir durumdaki metaller, agir metal seklinde adlandirilmaktadir. Agir olan metal
gruplarma kursun (Pb), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), demir (Fe), bakir (Cu), civa (Hg),
nikel (Ni) ile ¢inko (Zn) basta olmak kaydiyla 60’tan ¢ok metal dahil olmaktadir
(Kahvecioglu ve ark., 2003).

1.2.2. Agir metallerin ¢evreye yayilimi

Zehirleyici nitelige sahip olan agir metaller muhtelif kaynaklardan cevrelere
yayilmakta ve ¢agimizda g¢evre Kirliliklerinin dnemli sebeplerinden birini meydana
getirmektedir (Goyer, ve Clarkson, 1996).

Toprak, hava, su ile gidanin kirlenmelerine sebep olan agir metalli kaynaklar;
volkanik patlamalar, depremler, seller gibi jeolojik kokenli olan dogal kaynaklardan
olabilecekleri gibi endiistriyel, tarimsal, kentsel ve ulasim benzeri antropojenik kokenli
de olabilmektedirler (Yildiz, 2004).

Insanoglu yiizyillar siiresince agir metallerin tesirlerini bilmeden silah, taki, su
borusu gibi ¢esitli gayelerle kullanmislardir. Cagimizda gerek hizli bicimde sanayilesme
gerekse her gegen giin artmakta olan trafik yogunluklari nedeniyle agir metallerin
cevredeki yogunluklart hizlica artmaktadir (Munzuroglu ve Gir, 2000).

Son zamanlarda kimya fabrikalarinda ¢ok yaygin bicimde kullanilan metal
iceren mantar ilaglariyla ahsap koruyucular, biiyiik sanayi komplekslerinin yaydiklar
gaz ile tozlarin toprakla bitkileri kirlettikleri ifade edilmektedir (Melanie ve ark., 2013).

Boylece gida zinciri igine tasinabilir, yiiksek toksik maddeler icermelerinden
otiirti, insan ve hayvan sagigi ve Uriin Gretimleri Uzerinde bir tehdit etkeni olabilirler
(Korentajar, 1991).

Termik santrallerde enerji iiretmek amaciyla kullanilmakta olan linyit komiirii,
yiiksek sicakliklar igerisinde yakildigindan dolayi, komiir i¢cinde bulunan birgok agir
olan metal; Fe, Cu, Zn, Mn, Pb, Cd, Ni, Co, Cr ve bazen polisiklik aromatik

hidrokarbonlar kiile ge¢mektedirler. Enerji iiretmek gayesiyle kullanilmakta olan



komiiriin kiil oranlarmin artist ile dogru orantili bigimde agir metal icerikleri de
kaynaktan kaynaklara gore degismekle beraber, umumiyetle artis gosterir (Constantine
ve arka., 2004)

Agir olan metaller yagis durumlarina gore, direkt olarak topraga gelerek, oradan
bitkilere, hatta birtakim sartlarda taban sularina ulasirlar. Kismen de yiizeysel akis ile
uzak cevreye yayilirlar (Yildiz, 2004).

Agir olan metallerin ekolojik sistem igerisinde yayilimlart dikkate alindigi
zaman dogal ¢evrimlerden daha fazla insanin sebep oldugu etkiler sebebiyle ¢evreye
yaymmimlart s6z konusu olduklar1 goriilmektedir. Agir olan metallerin g¢evreye
yaymimlarinda etkili olan en miithim endiistriyel ¢aligmalar demir ¢elik sanayi, ¢cimento
tiretimleri, cam {iretimleri, ¢Op ile atik ¢amur yakma tesisleri ve termik santrallerdir
(Markert, 1993).

Agir olan metallerin gevreye yayilim kaynaklar1 Tablo 1’te sunulmustur



Tablo 1.1. Ekosisteme Dahil Olan Toksik Agir Metallerin Kaynaklari

Cr ‘M n ‘Fe ‘Co ‘NI ‘Cu ‘Zn ‘As ‘Se ‘Mo ‘Ag ‘Cd ‘Ba ‘Pb
Endustri
Plastikler + - - + - B - R - - N + N N
Ev aletleri yapim sanayi i " " "
Tekstil - - - - - - + - - - N N N N
Agac isletmeciligi + - - - - + - + - - N N N N
Havadaki Partikul Ve
Dumanlar
Fosil yakitlar - - - - - - + + + - - + - +
Metal isletmeciligi + + - - + + + + - B N + - +
Sehir, fabrika vs. - - - - - + - - - N N + N m
Tasitlar T N T+
Tarim
Sulama - - - - - - + - - - N + N T
Glbreleme - + - - - - + + - N N T+ N N
Pestisit uygulamasi - + - - - + + - - - - N - N
Hayvansal glibreler - + - - - + + + - - N N N N
Kirecler - - - - - - - + - N N N N T
Metal aginmasi - - + - - - + - - - - - - +
Metal isletmeciligi ve
eritmeden gelen atiklar
Maden iglemlerinden + + +
riizgarla cevreye
yayilanlar
Metallerin + + + m
eritilmesinden
Demir ve celik " oo +
endustrisinden
Metal islemciliginden |+ - - - + + + - - - - + N N
Atiklar
Lagim + + - - + + + - - + - + B +
Kazma ve delme - - + - - - + - - - N + N T
Killer - - - - + - - - - - N N N n

1.2.3. Agir metallerin canlhlar iizerindeki baz etkileri

Dogada mevcut elementlerden Cu, Zn, Co, Mn, Mo,

kaydiyla 25 tanesi hayat i¢in liizumlu olup viicut igerisinde

Ni, Cr ve Se basta olmak

esansiyel element islevini

tistlenmektedir. Ornek olarak s6z konusu metallerden Cu ve Zn gibi metaller verilebilir.



Bitkilerde Zn, metabolizma olaylarin1 diizenlemekte olan enzim sistemleri igin elzemdir
(Allan, 1997).

Vicutta fizyolojik olarak belli bir diizeyde islevsel olan bazi elementler olmasi
gercken degerin tlizerine ¢iktiginda metal bulagsmasi haline gelip toksik etki meydana

getirmektedirler (Bolger ve ark., 2006).

Diger taraftan birtakim metaller ise fizyolojik ile biyokimyasal fonksiyonlarin
olusumlarinda ve diizenlenmelerinde higbir rolleri olmamakla beraber viicutta
bulunduklar1 zaman viicut fonksiyonlarmi bozan bir etki gostermektedirler. Ornek
olarak Pb, Cd, As, Hg, Be, B ve Sn gibi viicut adina gerekli olmayan ve viicutta
bulunmamasi gerekli olan bu agir olan metaller belli limitlerin istiinde viicut ile gida
maddelerinde bulunmalari durumunda toksik etki yapmaktadirlar (Bakar ve Baba,
2009).

Organizmaya alinmakta olan metaller, metabolizma istiinde toksik etkilerini
farkli yollar ile yapabilmektedirler. Enzim inhibisyonu, doku birikimi ve sentez blokaji

bunlardandir (Xiao, 2013).

S6z konusu duruma 6rnek olarak proteinler ile etkilesime girerek onlarin
enzimatik ve yapisal unsurlarin1 degistirip inhibe etmesini verebiliriz. Boylelikle temel
elementlerin yerlerini alip toksik etkisini gosterebilirler veya birtakim toksik metaller,

proteinler ile bir araya gelerek intraseltler birikimlere sebep olabilir (Xu ve ark., 2013).

Metallerin pek ¢ogunun Kkarsinojenik potansiyelleri de olabilir. Tiirli
karsinojenik  metal  bilesiklerinin  hidrojen  peroksit (H202)  varliklarinda
deoksiriboniikleik asit (DNA) oksidatif hasarlarina sebep oldugu ifade edilmistir (Vural,
2005).

Metaller karsinojenik kimyasallar1 aktive ederek de etki edebilmektedir. 1970°li
yillarda aragtirmacilar biyolojik elementler ile toksik metallerin benzer olan kimyasal ile
fiziksel nitelikleri olduklarini iddia etmislerdir. Kanserojen bi¢imde etki gosteren pek
cok bilesiklerin DNA’ya zarar verdikleri ve zarar gérmiis DNA’ya sahip olan hiicreler
de bolinduklerinde mutant hicrelerin olusumlarina yol agabilirler (Ames B.N. ve ark,
1975).

Metaller Domingo tarafindan 4 boliime ayrilmistir. (Domingo, 1998) ;



1. Cevrede genis Ol¢iide bulunan, en fazla bigimde toksisiteye sebep olan
metaller: Ar, Cd, Pb, Hg

2. Esansiyel iz elementler: Cr, Co, Mn, Se, Zn

3. Biyolojik ehemmiyeti olan baska metaller: Ni, Va

4. Farmakoloji ile alakali metaller: Al, Ca, Li

Agir olan metaller biyolojik proseslere katilis derecelerine bakilarak bitki ile
hayvanlarda liizumlu olup olmamalarn ile kirletici olup olmadiklarina gore
smiflandirilmasi Tablo 4’te sunulmustur. Yasamsal bigimde tanimlananlarin organizma
yapilarinda belli bir konsantrasyonda olmalari gereklidir ve s6z konusu metaller
biyolojik olan reaksiyonlara katildiklarindan 6tiirli diizenli sekilde besinler vasitasiyla
alinmalari zaruridir. Ornek olarak Cu hayvanlar ile insanlarda kirmizi1 olan kan hcreleri
ile pek ¢ok oksidasyon ve rediksiyon proseslerinin vazgecilmez pargalaridir (Gurbiiz,
2015)

Buna bagli olarak yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik olan
konsantrasyonda bile psikolojik yapilar1 etkileyip saglik sorunlarma sebep
olabilmektedirler. S6z konusu gruba en iyi misal kukirtli enzimlere baglanmakta olan

Hg’dir (Duffus ve Worth, 1996).
Tablo 1.2. Onemli Agir Metallerin Ekolojik Siniflandiriimast

Element g/cmd bzgiil agirhk | Bitki ve Hayvan icin Gereklilik | Kirletici Olup Olmadig
Ag (glimiis) 10,5 Gerekli Degil Kirletici
Cd (kadmiyum) 8,5 Gerekli Degil Kirletici
Cr (krom) 7,2 Gerekli Kirletici
Co (kobalt) 8,9 Gerekli Kirletici
Cu (bakir) 8,9 Gerekli Kirletici
Fe (demir) 7.9 Gerekli Kirletici
Hg (civa) 13,6 Gerekli Degil Kirletici
Mn (mangan) 7.4 Gerekli Kirletici Degil
Pb (kurgun) 11,3 Gerekli Degil Kirletici
Mo (molibden) 10,2 Gerekli Kirletici
Ni (nikel) 8,9 Gerekli Kirletici
Pt(platin) 21,5 Gerekli Degil Kirletici Degil
TI (talyum) 11,9 Gerekli Degil Kirletici
Sn(kalay) 7.3 Gerekli Degil Kirletici
U (uranyum) 19,1 Gerekli Kirletici
\/ (vanadyum) 6,1 Gerekli Kirletici
W (tungstem) 19,3 Gerekli Kirletici
Zn (cinko) 7.1 Gerekli Kirletici
Zr (zirkon) 6,3 Gerekli Degil Kirletici Degil




Agir metallerin insanlarin metabolizmalarinda olusturduklart etki ile etkin

olduklar1 evreleri ana sistemler bakimindan 6zetle ele alirsak:

. Kimyasal reaksiyonlara etki gosterenler,

. Fizyolojik ile Tasinim sistemlerine etki etmekte olanlar,

. Kanserojen ile mutojen bi¢ciminde yap1 taslarina etki gosterenler,

. Alerjen sekilde etki edenler,

. Spesifik bicimde etki edenler seklinde siralamak miimkiindiir

(Kahvecioglu ve ark., 2003).
1.3. Radyonuklidler

Radyoaktif elementler, genellikle radyoaktif izotoplar veya radyoniklitler diye
isimlendirilirler. Bu sekilde 1500°den fazla radyoaktif niklit oldugu disiiniilmektedir.
Bu radyonuklitler i¢c genel grupta toplanabilirler;

1- Diinyamizin ilk olusumu evresinde olusan (Karasal)

2- Uzay (Kozmik) 1s1n etkilesimleri sonucunda meydana gelen (Kozmik)

3- Yapay olarak, insanlarin meydana getirmesi ile olusan (Dogal olmayan)

[lk zamanlarda ki radyoniiklitler, diinya ve evren yaratildigi dénemlerden
kalmislardir. Bu radyonuklitlerin yar1 6miirleri ¢ok fazladir. Agir elementlerden olusan
dogal radyoaktif izotoplar genellikle ¢ gurup altinda toplanirlar. Bunlar; Uranyum
serisi (238U kaynakli), Toryum serisi (232Th kaynakli), Aktinyum serisi (235U
kaynakli) dir. Bu radyoaktif agir element serilerinden ayri olarak dogada yanliz halde
bulunabilen ve kendilerine has o6zelliklere sahip olan bazi dogal radyoniiklitler de
mevcuttur. 40K bu grubun en 6nemlilerindendir. 235U, 238U, 40K ve 232Th gibi
dogada biiyiik oranda bulunan radyoniiklitlerin yarilanma omiirleri sirasiyla, 7,04x108,
4,47x109, 1,28x109 ve 1,41x1010 yildir. Yerkiirenin olusumundaki bu radyonklitlerin
bozunumu sonucu gama 1sinlar1 ortaya g¢ikmakta ve cevresel radyasyonun biiyiik
kismini olusturmaktadir (Kalyoncuoglu ve ark., 2010).

Genel anlamda iyonizasyon radyasyonu, atom ve molekillerin par¢alanmasi
sonucu, pozitif yikli iyonlarin kalmasi ve elektronlarin agiga ¢ikmasina sebep olan
isimalar demektir. Bdyle iyonizasyon dogal veya yapay radyo izotoplardan, X
1sinlarindan veya gama 1sinlari tarafindan olusturulabilir.

1. Diinya Savasi sirasinda gerek X-isinlar1 ve gerekse radyoaktif elementler
cesitli alanlarda kullanilmaya baslanmistir. Radyoaktif 1s1ma ile ortaya ¢ikan nikleer

enerjiden yararlanilarak ilk defa 1942 de Chicago Universitesinde fizikgi Enrico Fermi



ve arkadaslariin yardimi ile atom pili yapilmis, boylece "atom enerjisi” denilen yeni ve
biiyiik bir enerji kaynagi insan emrine girmis oluyordu. 1945 Agustos ay1 i¢inde II.
Diinya Savasi'nin hizla ilerledigi bir zamanda, Hirosima'da atom bombasi kullanilmistir.
Bu bombanin atilis1 genis bir insan kitlesinin liimiine yol agmistir. Savastan sonra ise
radyasyon enerjisi insanligin rahat ve mutlulugunu arttirmak, sagligin1 koruma amacina
kullanilmak i¢in yoneltilmistir. Tip, veterinerlik, tarim, fizik ve kimya gibi bilim
dallarinin gelismesinde biiyiik yararlar saglanmistir. Ancak bu genis kullanma alani, bir
taraftan da insan saglig1 icin tehlikeli olmustur (Guley ve Vura, 1976).

1.3.1. Uranyum

Uranyum, niikleer enerji iiretiminde hammadde durumunda olup 1789’da Alman

kimyager Kloproth tarafindan bulunmustur (Ozbal, 2015).

Uranyum, aslen metal olsa bile daha ¢ok enerjinin tiretiminde kullanildigindan
diger metallere gore oldukga farkli bir sinifa dahil edilmektedir. Ayrica uranyum,
tabiatta bilinmekte olan en agir metaldir. Sar1 renkteki toz durumuna getirilmis hali,
baslangic olarak seramik sanayi sektoriinde renklendirici bir madde olarak
kullanilmistir. Uranyum dogadaki ¢ok basit bilesikleri meydana getirdigi i¢in, uranyum
tasityan ¢ok fazla mineral bulunmaktadir. Bu mineraller, degisken derecelerdeki
uranyum oksiti (UsOg) igermektedirler. Bu minerallerin bilinen sayist 100 civarindadir.
Uranyuma ait miikemmel olan diger bir 6zellik ise, yavas notronlar ile boliinebilen ve
boliindiigii zaman enerjiyi aciga ¢ikaran Uzss maddesini icermesidir. Uranyumun oteki
temel izotopu Uzss, diger bir element plutonyumuna doniistiiriilebilmekte ve bu element

de fisyon islemine tabi tutulabilmektedir (Higsonmez ve Eral, 2015).

Uranyumu igeren mineraller iki gruba ayrilmaktadir. Bunlara primer ve sekonder
mineraller adi verilmektedir. Primer mineraller derin yatakli magmayla alakali
olanlardir. Bu tip mineralin en iyi bilineni pitchblend mineralidir (Baker, 2014).

Uraninit, siyah, gri-siyah renkleri olan daha c¢ok uranyum oksitten (U3Os)
meydana gelen bir mineraldir. Hava, su ve kimyasal olarak diger aktif maddeler ile
temas sonucunda, birincil maddeler yavas¢a degisiklige ugramakta ve yeni fiziki ve
kimyevi &zelliklere sahip maddeler olusmaktadir. ikinci tiiriin giizel 6rnegi cornotittir.
Bu mineral limon saris1 ile portakal rengi arasinda bir renge sahip ve %50 uranyum
oksit iceren bir mineraldir. Ekonomik bicimde isletilebilecek uranyuma ait diger
mineraller ise, autunit, coffenet ve torbernitdir. Genellikle uranyumun ¢ikartiimasinda,

metalik madenlerin digerlerinin ¢ikarilmasinda uygulandigi gibi iki miithim metot



uygulanmaktadir. Bu metotlar, acik isletme ile yer alti madenciligidir. Ornek olarak
Kanada ve Giiney Afrika’da daha fazla yer alti madenciligi uygulanir iken, ABD’de
Colorado platosunda agik isletmeyle beraber, yer alti madenciligi metodunun da

uygulandig1 goriilmektedir (Ellis, 2016).

Ulkemizde Sorgun yataklar1 kapali; Kopriibasi-Kasar yatag: ise, agik isletme
metodu ile igletilmektedir (Sasmaz, 2008).

Maden iiriinii olan uranyum, 6giitiilmek suretiyle %80 uranyum oksit haline
getirilmektedir. Rafine ve rediiksiyon islemlerinden gegirilen madde, enerjinin tretimi
icin hazir duruma getirilmektedir. Uranyuma ait kaynaklarin maliyetlere gore
smiflandirildigr goriilmektedir. Giiniimiizde maliyetler OECD/NEA (Nukleer Enerji
Ajansi) ve IAEA (International Atomic Energy Agency) tarafindan 80/kg ve 80-130/kg
ABD dolarina mal edilenler bigiminde siniflandirilmaktadir (Zhang ve ark., 2016).

2014 yilina ait verilere gore, diinyada 5,902,500 ton goriinen uranyum rezervi
bulunmaktadir. Diinyada goriinen uranyum rezervlerinin en ¢ok oldugu iilkeler sirasi ile

asagidaki gibidir (oecd.nea.org).

Tablo 1. 3 Diinyada kg’1 80 ABD dolaria mal edilen goriiniir rezervi en fazla olan baslica Ulkeler

Ulkeler Miktar (TU) Yizde (%)
Avusturalya 1,706,100 29
Kazakistan 679,300 12
Rusya 505,900 9
Kanada 493,900 8
Nijerya 404,900 7
Namibya 382,800 6
Guney Afrika 338,100 6
Brezilya 276,100 5
ABD 207,400 4
Cin 199,100 4
Mogolistan 141,500 2
Ukrayna 117,700 2
Ozbekistan 91,300 2
Botswana 68,800 1
Tanzanya 58,500 1
Urdiin 33,800 1
Diger 191,500 3
Dinya Toplam 5,902,500

Uranyuma iligkin rezervlerin diinyada esit bir bicimde dagilmadig

gortlmektedir. Tablo 1. 3’te verilmis olan iilkelerdem en yiiksek rezerve sahip olan

10




diinya rezervinde sahip oldugu %29’luk pay ve 1,706,100 ton ile Avusturalya’dir.
Avusturalya’dan sonra en yiiksek rezerve sahip olan iilke 679,300 ton (%12) ile
Kazakistan olmugtur. Tirkiye’nin sahip oldugu rezerv miktar1 %1°lik dilimin altinda

kaldigindan listede yer verilmemistir.
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Sekil 1.1. Gorunlr uranyum kaynaklari

Diinya’daki uranyum rezervler iiretim maliyetleri agisindan ele alindiginda
kilogram bagina 80 Dolar alt1 maliyetli rezervler ve 80-130 Dolar fiyatl rezervler olarak
ikiye ayrilmaktadir (Zhang ve ark., 2016).

Sekil 1.1°de goriildiigii Gizere rezerv miktarlar1 dikkate alindiginda 80 Dolar alt1
maliyetli uranyumda en yiiksek deger Avusturalya’dadir. Namibya, ABD ve Nijerya’nin
ise rezervlerinin biiyiikk ¢ogunlugunun 80-130 $ arasinda maliyetli oldugu
gorulmektedir.

Diinya’daki uranyum imalat1 agisindan bakildiginda, kisaca asagidaki 6zellikler
goriilmektedir: Diinya genelindeki uranyum imalatinda yillara goére genel olarak artis

egilimi goriilmekle birlikte, 2010-2011 ve 2013-2014 yillar1 arasinda diisiis meydana
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gelmistir. Tablodaki degerlere gore en yiiksek tiretim miktarinin ulagildigi yil 2015°tir.
2015 yilina bakildiginda diinya uranyum firetiminin en ¢ok olan iilkenin Kazakistan
oldugu goriilmektedir (23800 ton). Bu tilkeyi Kanada (13325 ton), Avusturalya (5672
ton), Nijer (4116 ton) ve Rusya (3055 ton) takip etmektedir (Tablo 1. 4) (Woods ve
ark., 2015).

Uranyum ticaretini etkileyen en miithim kurulus IAEA'dir. Avustralya, Nijer ve
Gabon gibi iilkelere ait {iretimlerin tamamini ihrag ettikleri, ingiltere, Isveg, Isvicre ve
Japonya gibi Ulkelerin ise tiikketimlerin tamamini ithal ettikleri bilinmektedir. Fransa,
Almanya ve ABD gibi iilkeler bazi ihtiyaglarin1 digardan alir iken, Kanada ve GAC ise
bazi tiretimlerini disariya satmaktadir (Woods ve ark., 2015).

Tablo 1.4. Dlnya uranyum Uretimi

Ulke 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015
Kazakistan 6637 | 8521 | 14020 | 17803 | 19451 | 21317 | 22451 | 23127 | 23800
Kanada 9476 | 9000 | 10173 | 9783 | 9145 | 8999 | 9331 | 9134 | 13325
Avusturalya 8611 | 8430 | 7982 | 5900 | 5983 | 6991 | 6350 | 5001 | 5672
Nijer 3153 | 3032 | 3243 | 4198 | 4351 | 4667 | 4518 | 4057 | 4116
Rusya 3413 | 3521 | 3564 | 3562 | 2993 | 2872 | 3135 | 2990 | 3055
Namibia 2879 | 4366 | 4626 | 4496 | 3258 | 4495 | 4323 | 3255 | 2993
Ozbekistan 2320 | 2338 | 2429 | 2400 | 2500 | 2400 | 2400 | 2400 | 2385

Cin 712 769 750 827 885 | 1500 | 1500 | 1500 | 1616
ABD 1654 | 1430 | 1453 | 1660 | 1537 | 1596 | 1792 | 1919 | 1256
Ukrayna 846 800 840 850 890 960 922 926 1200

Glney Afrika | 539 655 563 583 582 465 531 573 393
Hindistan 270 271 290 400 400 385 385 385 385
Gek Cumhuriyeti | 306 263 258 254 229 228 215 193 155

Romanya 77 77 75 77 77 90 77 77 77
Pakistan 45 45 50 45 45 45 45 45 45
Brezilya 299 330 345 148 265 326 192 55 40
Fransa 4 5 8 7 6 3 5 3 2
Almanya 41 0 0 8 51 50 27 33 0
Malavi 104 670 846 1101 | 1132 369 0
Diinya Toplamm 41,282 | 43,764 | 50,772 | 53,671 | 53,493 | 58,489 | 59,331 | 56,041 | 60,514
Ton Us0s 48,683 | 51,611 | 59,875 | 63,295 | 63,084 | 68,976 | 69,969 | 66,089 | 71,364
Dunya Talebi

Yiizdesiv% 64 68 78 78 85 86 92 85 90

1.3.2. Toryum

Temel cevher filizi monazit olan toryuma ait diger niikleer enerji iiretim
mineralleri tilyum, plitonyum ve lityumdur. Plotanyum suni bicimde imal edilen
metalik elementtir. 1828’de kesfedilen toryuma ait diger filizler toriz ve torianittir.

Fakat nukleer enerjinin Uretilmesi yOniinden toryumdan kazanilan enerji, uranyuma
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nazaran daha pahali olup daha zor teknolojik islemler gerektirmektedir. Bir bagka ifade
ile, toryum baz1 teknolojik islemler sonrasinda enerji iiretiminde kullanilmaktadir (Li

ve ark., 2015).

Gunumuzde yeryiziinde yalnizca toryum igin isletilen yatak bulunmamaktadir.
(700 ton THO? ise monzanitin yan {irlinii olarak elde edilmistir.) Bu ise, toryumun enerji

kullaniminin diginda kullanim sahasinin yoklugundan kaynaklanmaktadir (Pehlivanli ve
ark., 2014).

Turkiye, Dunya’daki baslica toryum rezervlerinden bir tanesine sahip olmakla
beraber, rezervlere ait net ve kesin miktar tartismali durumunu devam ettirmektedir.
Maden Tetkik Arama Genel Midiirliigii’'niin (MTA), Eskisehir-Sivrihisar bolgesinde
yaptig1 faaliyetlerden elde edilen bulgular, Tiirkiye’de kanitlanmis toryum rezervinin
380,000 ton oldugunu gostermektedir. Bu bolgenin toryum rezervleriyle ilgili ana
problem ise, farkli minerallerin icerisinde karisik durumda bulunan toryuma ait tendriin
Sivrihisar bolgesinde %0,2 gibi nisbi olarak diisiik bir oranda kalmis olmasidir. Bundan
dolayl, Tiirkiye’de bulunan toryum rezervinin nispeten ekonomik olmadig:
sOylenebilmektedir. Yine ayni sebeple Onceki senelerde, Tiirkiye’deki toryum
rezervlerinin Diinyadaki toryum rezervlerinin arasinda gosterilmedigi faaliyetler de
yapilmis olup bu durum, son gelismeler ile beraber ortadan kaldirilmistir (Yusan ve
ark., 2012).

Tabiatta, uranyuma (U) gore miktar olarak 3-4 kat daha ¢ok var olan toryumun
Diinya’da bulunan rezervin tamaminin degerlendirildigi calismalara goére, en biiyiik
rezervin sahibi olan Ulke takriben 850.000 tonla Hindistan olarak gosterilmektedir
(Tablo 1. 5) (tenva.org ).

Tablo 1. 5. Diinya’daki 6nde gelen toryum rezervlerine sahip tlkeler

Sira Ulke Rezerv (ton) Toplam Ic;lrzg/:)k i Payl
1 Hindistan 846,500 12,5
2 Turkiye 744,000 — 880,000 11
3 Brezilya 606,000 9
4 Avustralya 521,000 7,7
5 ABD 434,000 6,4
6 Misir 380,000 5,6
Dunya (toplam) 6,730,000 100
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1.4. Bioakumdulasyon

Mikroorganizma kullanilip agir metallerin biyolojik bicimde giderimi yalnizca
bilimsel bir yenilik seklinde degil, aym1 zamanda endiistride potansiyel bigimde
uygulamak amaciyla yakin olan zamanlarda olduk¢a dikkat c¢ekmistir. Metal
aklimiilasyon prosesleri umumi sekilde 6lii biyokiitle tirlinleriyle olan pasif birikim ile
canlt hiicrelerle olan biyoakiimiilasyon sekilde iki tiirden meydana gelir (D6nmez ve
Aksu, 2000).

Adsorpsiyon, ¢ozeltiyle temas durumundaki kati olan yiizeysel adsorbent
istlinde ¢ozeltide ¢ozlinmiis bigimde mevcut olan maddelerin tutulmasi islemleri olup,
umumiyetle faz ylizeylerinde meydana gelen bir ayirma olayidir (Cooney ve ark.,
1992).

Canli mikroorganizmalar ile yapilan adsorpsiyon islemlerine ““ biyoakiimiilasyon
” denmektedir. Canli ile 6lii olan hiicreler ile yapilan adsorpsiyon iglemlerinin, diisiik
konsantragyonlu agir olan metallerin uzaklastirilmalarinda kullanilabilmesi miithim bir

ustinliktar (Akar ve Tunali, 2006).

Olu bigimdeki mikroorganizmalar, aktif olan organizmalara nazaran nispeten
yiiksek, metal uzaklastirma kapasitelerine sahiptir. Ancak 0lu mikroorganizmalar ile
calisilmaktayken, mikroorganizmanin ayr1 olan bir yerde {retilerek, daha sonra
oldiirtilmesi benzeri bir takim giicliikkleri vardir. S6z konusu zorluklar1 kaldirmak
amactyla da, uzaklastirilmasi istenilen kirliligin oldugu ortamda mikroorganizma
uretilip, ortama alistirmak amaciyla mikroorganizma {iremeleri lizerine agir metal
iyonlarinin etkilerini ortaya koymak adina ¢alismalar gergeklestirilmistir (Hamutoglu ve

ark., 2012).

Biyoakiimdilasyon hicre icerisinde metal birikimidir. S6z konusu proses hicresel
bilesikler iistiindeki metal baglayicilar, i¢ hiicresel ¢oktiirme ile diger mekanizmalari
icermektedir. Hiicre metabolizmalarina bagli olduklari icin enerji kaynaklar1 eksiklikleri
ile diisiik sicakliklar gibi metabolik inhibitorler tarafindan inhibe edilebilmektedir.
Biyoakiimiilasyon adina gerekli olan aktivasyon enerjisi 63  kj/mol’dr.
Biyoakiimilasyon nutrient yavas ve bagimli bir prosestir (Kadukova ve Vircikova,
2004).
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1.5. Kat1 Faz Ekstraksiyonu

SPE metodu, temel bicimde kiiglk, tek kullanimlik olarak ekstraksiyon kolon ya
da disklerine muhtelif tutucu olan maddelerin doldurulmasi ile siv1 6rneklerini istenilmeyen
bilesenlerden ayirmak (temizleme), yogunlastirmak ve ileri ki analiz evreleri adina 6rnek
matriks yapilarinin degistirilmesi gayesiyle hazirlanmis olan kolonlar ile disklerden
gegirilmeleri esaslarina dayanmaktadir (Alothman ve ark., 2015).

Sivi 6rneklerinin kolondan gecirilmesi, yercekimleri ile birlikte gergeklestirilebildigi
gibi, ayn1 zamanda kayiplarinin 6niine gegmek adina vakum manifoldlart yardimlariyla da
yapilabilmektedir (Falaki ve Berijani, 2016).

Son senelerde aymi prensiplerle cok daha fazla diisiik miktarlarda o6rneklerin
uygulanmis oldugu ¢ok miktarda kuyucuk (genelde 96) i¢cermekte olan SPE plakalar1 da
kullanilir (Qiu ve ark., 2015).

Klasik olan bir SPE kolonunun yapisi, mubhtelif ticari SPE kolon, disk ile
plakalariyla vakum pompa ile manifoldlu siizme diizenekleri sirasiyla Sekil 1. 2, Sekil 1. 3,

Sekil 1. 4, Sekil 1. 5’te sunulmaktadir (lipidlibrary.aocs.org).

e ———————————
Omek hamesi —o=
PREE ‘R__\ :
Asdsorban vatag —1 _—  Diskler
o e

1 [e— Toplama ucu

Sekil 1.2. Klasik bir SPE kolonunun yapis1
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Sekil 1.3. SPE mikro plakalar

Sekil 1.4. Cesitli ticari SPE kolon ve diskleri
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Sekil 1.5. Vakum manifoldu

SPE yonteminde kolondan gecirilme esnasinda 6rnek molekiilleriyle tutucu
maddeler arasinda kimyasal olan bir etkilesim meydana gelmektedir. S6z konusu
etkilesimden yararlanarak maddelerin ayrilma islemleri baslica iki yOntemle
gergeklestirilmektedir. Birinci metotta ilk evrede, analiz edilecek olan bilesik tutucu
maddelere baglanip kolon igerisinde tutulurken, ¢ozelti ile istenilmeyen bilesenler bu
maddelerle herhangi etkilesimlere girmezler. Akabinde istenilmeyen bilesenler uygun
yikama c¢ozeltileriyle uzaklastirilir ve analiz yapilacak bilesenler tutucu maddelerden
uygun olan bir ¢ozelti yardimi ile ¢ozdiiriilerek alinmaktadir (Sekil 1. 2) (Macherey ve
Nagel, 2004).

Daha az bicimde tercih edilen ikinci metotta ise, istenilmeyen bilesenlerin tutucu
maddelerle etkilesimleri soz konusudur. Bilhassa atik yaglar benzerinde matriksden
ayrilmalar1 giic olan maddelerin analizlerinde kullanilan bu metotta, matriksteki
istenilmeyen bilesenler tutucu maddeler tarafindan siki bicimde baglanirlar. Asil
aranmakta olan madde ise tutucu maddeyle etkilesime girmez, uygun ¢ozelti yardimi ile
cozdurilerek bir araya getirilir. Bu metotta, kolon igindeki tutucu maddenin meydana

getirdigi kati faz filtre gorevi gérmektedir (Sekil 1. 3) (Haginaka, 2005).
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sartlandirma Omegin uygulanmas

elusvon

analit istenmeven bilesenler

Sekil 1.6. SPE yontemi ile maddelerin ayrilma sekilleri

sartlandirma Srnegin uy gulanmas

yikama clusyo

analit tenmeyen bilegenler

Sekil 1. 7. SE‘E yontemi ile maddelerin ayrﬁma sekilleri

Sekillerde de goriildiigii gibi, her iki bicimdeki ayirma metodunda da SPE
kolondaki tutucu maddelerin oncelikle sartlandirilmasi gerekir. Sartlandirma islemleri,
kolondan uygun olan ¢ozelti gecirilip tutucu maddelerin aktif duruma getirilmesi ve
matriksteki maddelerle tekrarlanabilir etkilesim adina gerekli olan ortamin
saglanabilmesi gayesiyle gerceklestirilmektedir. Kolon hacminin 2-3 kati 6l¢lide suy ile
karigabilen metanol, polar olmayan tutucu maddeler, tetrahidrofuran, isopropanol gibi
polar c¢ozlcilerle polar tutucu maddelerse polar olmayan c¢ozuciler ile
sartlandirilmaktadir (Macherey ve Nagel, 2004).

SPE yonteminde ayrilma islemlerinin gergeklesmesi adma tutucu madde ile
cozlculer buyuk ehemmiyet arz etmektedir. Tablo 1. 6’da SPE adina tutucu olan
kimyasal maddeler (adsorbanlar), Tablo 1. 7°de SPE yonteminde siklikla kullanilmakta

olan ¢Ozuculer goralur.
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Tablo 1. 6. SPE adsorbanlar:

Adsorban Formulu
Silika jel SiOH
Allimina Al>O3

Florisil MgSiOs
Oktadesil (Cis) (CH)I-CH3
Oktil (Cs) (CH2)7:CHs
Etil (C2) CH,CH;
Siyano CN
Fenil CesHs
Siklohekzil CeHu1
Amino NH:
Diol COHCOH
Kuarterner amin N*
Aromatik sulfonik asit CsHSOsH
Karboksilik asit COOH

Tablo 1.7 SPE metodunda siklikla kullanilan ¢6ziiciiler

Polarite Cozlcu Suyla Karisabilme
Nonpolar Hekzan Hayir
- Izooktan Hayir
Petrol eteri Hayir
Siklohekzan Hayir
Karbon tetraklorir Hay1r
Kloroform Hayir
Metilen klorur Hayir
Tetrafudran Evet
Dietil eter Hay1r
Etil asetat Zayif
Aseton Evet
Asetonitril Evet
Isopropanol Evet
N Metanol Evet
Su Evet
Polar Asetik asit Evet

1.5.1. SPE metodunda maddelerin ayrilma prensipleri

SPE yonteminde maddelerin birbirlerinden ayrilmalari, analizi yapilacak
maddelerin molekdlleriyle tutucu maddedeki etkili gruplar icerisindeki molekuller
arasindaki etkilesimler sayesinde agiklanmaktadir. Analizi yapilacak olan madde
molekdlleri tutucu maddelerdeki etkili gruplara hidrojen, iyonik, dipol-dipol, dipol-
indiiklenmis dipol ile indiiklenmis dipol - indiiklenmis dipol (van der Waals) baglariyla
baglanmaktadir. Bu bi¢cimde aranan maddeler, matriksteki istenilmeyen bilesikler ile

¢oziiciiler birbirlerinden ayrilmis olurlar (Alothman ve ark., 2015).

SPE yonteminde kromatografik metotlara benzer bicimde, analiz edilecek olan

madde, ¢oziicii ile tutucu maddelerin niteliklerine gére muhtelif ayirma mekanizmalari
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rol oynamaktadir. Belli bashi olan ayirma mekanizmalar1 bi¢iminde normal fazlar, ters
fazlar, iyon degisimler (katyonik ile anyonik degisimler) ve molekiiler elemeler (size

exclusion) sayilabilmektedir (Macharey ve Nagel, 2004).

Normal faz; polar olmayan matrikslerin polar bilesiklerden ayrilmalari islemidir.
Sartlandirma evresi polar olmayan ¢oziiciiler, toplama asamasiyla daha polar ¢oziictler
yardimut ile gergeklestirilmektedir (Falaki ve Berijanin, 2016).

Bu metotta en ¢ok kullanilan tutucu madde silikadir. Florosilse pestisitler adina
en uygun olan tutucu maddedir. Karbonhidrat¢a zengin birtakim asir1 polar érnekler
adina ise silika, aliimina benzeri tutucu maddelere muhtelif gruplarin ilave edilmesiyle
elde edilmekte olan siyano, diol ile amino grubu tutucu maddeler tercih edilir. S6z
konusu maddelerde bulunan polar gruplar ile polar olmayan organik cozlciler
(hekzan/dietileter gibi) icindeki orta seviyede polar 6rnek molekdillerini tutarlar
(Macharey ve Nagel, 2004).

Ters faz, tutucu olan madde polaritesinin O6rnek ¢ozeltilerinden daha diisiik
olduklar bir sistemdir. Oktadesil (Cig) s6z konusu teknik adina en ¢ok kullanilmakta
olan madde olmakla beraber, oktil (Csg), butil, fenil, siklohekzil ile siyano da muhtelif
ornekler adina secgici olmalar1 sebebiyle tercih edilmektedirler. Ters faz, klinik ile
cevresel olan orneklerde bulunan organik kalintilarin analizlerinde ¢ok yaygin bigimde
kullanilan bir ayirim teknigidir (Falaki ve Berijani, 2016).

Iyon degisim, bilhassa asit ile bazlarm matriksten elde edilmeleri gayesiyle
kullanilmakta olan ve iki molekiil arasinda bulunan iyonlarin karsilikli olarak
degisimleri esaslarina dayanan bir teknik tiridir. SOs ve N*(CH)3z benzeri etkin olan
gruplar baglanmis asir1 polar silika gibi tutucu maddeler iyon degisimler adina
uygundur. SOz grubu, drnek ¢ozeltilerinde aranan ana maddelerin ayrilmasi amactyla
giiglii katyonik degisimi (SCX), N*(CHa)z grubuysa asitlerin baglanmasi adina giiglii
anyonik degisimleri (SAX) gergeklestirmektedir.

Iyon degisim tekniklerinde pH, zit yiiklii olmak, organik ¢&ziiciiniin niteligi,
iyonik kuvvet ile 6rnegin kolondan ge¢is hizlar1 gibi unsurlar ehemmiyet tasimaktadir.
Bagarili olan iyon degisimlerinin saglanabilmesi adina, tutucu maddeyle analiz
yapilacak maddenin zit yiiklerde olmalar1 ve 6rnek ¢ozeltideki zit iyon yogunluklarinin
diisiik olmas1 gerekir (Haginaka, 2005).

Molekiler eleme tekniklerinde ise dekstran jel benzeri maddeler, icermis

olduklar1 polar gdzenekler sebebiyle 6rnek ¢ozeltisi igindeki maddelerin molekiil olarak
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biiyiikliiklerine gore ayrilmalarini saglar. Ornek ¢ozelti icindeki molekiil agirliklari
10000’den diisik olan maddeler bu gozeneklere girebilirlerken, daha biiyiik olan
maddeler direkt olarak kolondan gecerler. Boylelikle biiyiik olan maddeler ayrilirlarken,
kiiciik olan molekiil agirlikli maddeler kolonda kalirlar ve bu bi¢cimde ayrim
gerceklesmektedir. S0z konusu teknikte, ideal olan maddelerin tutulmasi veya baska
molekiiler etkilesimlerin olmamalar1 istenmektedir. Molekiiler eleme, ekseriyetle bagl
olmayan radyoizotoplar ile protein ¢ozeltilerinden tuzlarin ayrilmalarinda kullanilmakta

olan bir tekniktir (Alothman ve ark., 2015).
1.5.2. SPE metodunun avantajlari

SPE yOnteminin baska Ornek hazirlama metotlarina, bilhassa sivi-sivi
ekstrakyona mukayeseyle daha cok tercih edilmesinin sebepleri ve mihim tstin yonleri
sOyle Ozetlenebilir:

a. SPE yontemi klasik sivi-sivi ekstraksiyon metoduna nazaran 2/3 daha
fazla hizli netice verir ve 6rnek hazirlama evresinin oldukga kisaltilmasini gergeklestirir
(Alothman ve ark., 2015).

b. SPE, cokca pratik ve tum laboratuarlarda kolayca uygulanabilir bir
yontemdir (Xiao ve ark., 2013).

C. Bu metotta daha az ¢oziicii ile ayira¢ maddeler kullanildigindan daha ¢ok
ekonomik olan bir 6rnek hazirlama gerceklestirilebilir (Falaki ve Berijani, 2016).

d. Geri kazanim seviyesi yiiksektir ve istenen yogunluklarda ornekler elde
edilebilir. En az ol¢lide ornek transferleri yapildigindan yiiksek bigimde geri
kazanimlarla yiiksek yogunluk ile saflikta 6rneklere ulasilabilir (Buszewski ve Szultka,
2012).

e. Ornek, tutucu madde ile ¢oziiciilerin arasinda gapraz bicimde bulasma
riskleri diisiik olduklarindan yiiksek dogrulukta neticeler elde edilebilir (Alothman ve
ark., 2015).

f. Diistik ol¢iilerde 6rnek islendiginden dolayr sivi- sivi ekstraksiyondaki
benzeri emiilsiyon olugma sorunlar1 yoktur (Falaki ve Berijani, 2016).

g. SPE yonteminde en az seviyede evaporasyona gereksinim
duyuldugundan kararsiz olan 6rnek olusumlar1 nadir olmaktadir (Buszewski ve Szultka,
2012).

h. Coziicii ile oOrneklerin az Olglilerde kullanilmasindan o6tiirii  zehirli

maddeler ile temaslar daha az olmaktadir ve bununla birlikte daha az Olgiide cam
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malzeme kullanilmasi1 sebebiyle analizi yapanlar adina oldukca giivenli olan bir
yontemdir. Diger taraftan ¢evreyi kirletme riskleri daha azdir (Le, 2001).

i Cok fazla sayida ornegin ayni zamanda ve tekrarlanabilir bi¢cimde
islenebilmesine imkan saglayacak bi¢imde kolaylikla otomasyon gergeklestirilebilir

(Macherey ve Nagel, 2004).

1.6. UV - Gorunur Bolge Spektroskopisi

Elektronik enerjideki seviyeler arasindaki gegisler, goriiniir bolge spektroskopisi
ve ultraviyole spektroskopisinin temelini olusturmaktadir. Bu gegislere bakildiginda bag
yapma 0zelligi olan orbitaller ya da elektron ¢iftine sahip orbitallerle bag yapma 6zelligi
bulunmayan (kars1 bag) ya da bos orbitaller arasinda oldugu goriilmektedir.
Absorpsiyondaki dalganin boyu, gegislerin yasandigi enerji diizeylerinin arasinda
bulunan farka ait bir 6l¢iidiir. Enerji farkinin en yiiksekte oldugu zaman, sigma baginin
olugmasina sebep olan eletronlarin uyarilip absorpsiyon yaptiklari zamandir. Bu hadise,
120 - 200 nm dolaylarindaki dalga boyuyla denk durumdadir. Bu olaya vakumlanmis
ultraviyole denilmektedir. Zira bu araliklarda 6l¢iimiin yapilabilmesi, ortamin havasimnin
alinmis olmasina baglidir. Aksi halde aydinlatici bir spektrum elde edilememektedir.
Ancak 200 nm’nin istiinde p, d, m orbitalleriyle konjuge n-sistemlerinde bulunan
elektronlara ait gecisler rahat¢a izlenebilmekte ve aydinlatict spektrumlar elde
edilebilmektedir ( Bahar ve ark., 2015).

Cift baga sahip alifatik bilesiklerle aroma bilesiklerinde, minimum enerjili
gecisler m — m * gecisidir. Sistemin konjugasyonu arttikca gecisteki enerji azalmaktadir.
Icerisinde hetero atom bulunan bilesiklerde ise dalgaboylarmimn en uzun olanlarinda
gozlemlenen gecis n — 7 * tiirli gegislerdir. Bu gecislerdeki siddet, 1 — © * gecislerine

gore daha az olmaktadir. Konjugasyon n — n * tiirli gegisleri fazla etkilememektedir.

Apolar tirdeki ¢ozlcinln polarla degistirilmesiyle n — © *gegisine ait dalga
boyunun degeri en diisiik seviyelere kaymaktadir. n elektronlarinin polar bir ¢oziiciiyle
etkilesimi sonucunda, elektronlara ait enerjinin azalmasina yol acan etkiye maviye
kayma adi verilmektedir. Bir apolar ¢ozUlcl yerine polar ¢oziicii kullanildigi zaman © —
m * tirl gecisler i¢in dalga boyu daha biiyiikk ve enerjisi daha diisiik fotonlar
gerekmektedir (Liu ve ark., 2013).
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Bir molekdle ait absorpsiyon bandi daha uzun dalga boylarina kayiyorsa buna
kirmiziya kayma ya da batokromik etki; daha kisa dalga boylarina kayiyorsa maviye
kayma ya da hipsokromik etki adi verilmektedir. Absorpsiyon bandindaki siddet
azaldiginda hipokromik etki, arttiginda ise hiperkromik etki ortaya ¢ikmaktadir.

Molekdillerden herhangi birinde, dalga boyunda bulunan belirli bir araliktaki
1518a ait absorpsiyonun sorumlusu olan fonksiyonel grup, kromofor grup; 151k
absorblanmadig1 halde kromofor gruplarin absorbladigi 1s18a ait dalganin boyunu daha
yiiksek degerlere kaydirarak absorpsiyon katsayisini ¢ogaltan gruplar ise okzokrom
grup olarak adlandirilmaktadir (Naveed ve ark., 2014).

Bir bilesigin i¢inden 151k gegirilir iken elektron, bag orbitali ya da bag yapmayan
orbitalden, bos olan karsi bag orbitaline 1s1gin enerjisi sayesinde yiikselmektedir.
Gegislerin ikisinde de elektronla dolu orbitalin bos karst bag orbitali uyarmasi
sonucunda gecis yapilmaktadir. Her gegisin 1siktan enerji almasi gerektiginden, enerji
cogaldike¢a enerjisi yiiksek gecislerin ihtimali de artmaktadir. Isikta her dalga boyu ile
iligkisi olan belli bir enerji seviyesi bulunmaktadir. Belirli olan bu enerji miktarinin
karsilanmas1 durumunda (gegis icin yeterli enerji saglandiginda) gegis gergekleserek o
dalga boyunda 151k absorblanacaktir. Gergeklesme ihtimali bulunan elektron gegisleri
Sekil 1. 8’de verilmektedir. Sekil 1. 8’de goriinen enerjide farkliliklar, absorblanan
15181n frekansi ile absorblanan 15181n dalga boyunu belirlemektedir. Enerjideki bu
farkliliklar bilesiklerin hepsinde farklidir. Elektron sigramasi igin gerekli olan enerji,
absorblanan 15181n frekansiyla ilgili olup bu iligski asagidaki esitlikte verilmektedir (Liu
ve ark., 2013).

E = Is181n Enerjisi
h = Planck Sabiti

Vv = Is181n Frekansi
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T (haglanma)
hag yapan elekiron
giftlerind icerir.
O (baglanma)

Enerji
Sekil 1.8. Olasi1 Elektron Gegislerinin Enerji Diyagrami

Enerjisi yliksek olan gegislerde, esitlikten de anlagilacag gibi 1s18a ait frekansin
da yiiksek oldugu acik durumdadir. UV-Goriiniir bolge spektrumunda frekansin yerine
stirekli 1518a ait dalga boyundan s6z edilmektedir. Bundan dolay1 1s181in frekansiyla

dalga boyu arasinda bulunan iligki asagidaki esitlikte goriinmektedir (Hema, 2014).

CAv
C =Isik hiz1
A = Dalga boyu
vV = Frekansi

Isigin frekansiyla dalga boyunun ters orantili olmasindan dolay1 enerjisi yiiksek
olan bir elektron ge¢isinin saglanmasi, yliksek frekansl 15181 absorblanmasina baglidir.
Bu ise 1s18a ait dalga boyunun diisiik olacagi manasina gelmektedir. Tim
elektromanyetik spektrumlarda enerji - frekans - dalga boyuna ait iliski Sekil 1. 9°de

verilmektedir (wikipedia.org).
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1.7. Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon; biyolojik materyallerin, sulu ¢ozeltilerdeki atik maddelerin hiicre
ylizeyi veya i¢inde aklimiile edilmesidir. Cozeltideki elementleri, hiicre duvarlarindaki
biyopolimerlerde bulunan kimyasal fonksiyonel gruplarla tutulurlar. Yizeydeki bu
baglanmalar amin, amid, imidazol, hidroksil, karboksil, fosfat, tiyoeter ve diger
fonksiyonel gruplarla gergeklesir. Bu iyonlarin biyosorpsiyonu genel olarak
adsorpsiyon, iyon degistirme, kompleksasyon ve mikrogokelme olaylarini ihtiva
etmekte olup, hizl1 ve tersine dondiiriilebilen bir olaydir (Volesky, 1987).

Bakteri, alg, mantar ve maya gibi mikroorganizmalar canli ve 6lii haldeyken
metalleri  adsorplama veya tutma Ozelligine sahiptir.  Bunun yaninda,
mikroorganizmalarin  salgiladigi  metabolit, polisakkarit gibi  drlinler ile
mikroorganizmalarin hiicre duvarlar1 da ayni isleve sahiptir. Mikroorganizmalarin bu
Ozelliginden, sanayide atik su aritiminda ve maddi degeri yuksek metallerin geri
kazanilmasinda olduk¢a yaygin olarak yararlanilmaktadir (Bag, 1998).

Mikroorganizmalarin metalleri tutmasina “biyosorpsiyon” denir.
Mikroorganizmalarin metalleri biyosorpsiyon yoluyla tutmasi, g¢esitli mekanizmalarla
olur. Bunlardan baslicalari, metallerin hiicre duvarina adsorpsiyonu ile tasima ve
hiicrenin  salgiladigi  metabolitlerle  ¢Oktiirme gibi  metabolizmaya bagh
mekanizmalardir. Bazi genel ortak yonleri olmasi yaninda, mikroorganizmalarin metal
tutuklama kapasitesi ve mekanizmalarinda bir¢ok farkliliklar bulunmaktadir. Her ne
kadar hem canli hem de 6lii mikroorganizmalar metalleri tutma 6zelligine sahip olsa da

bunlarin metalleri tutuklama mekanizmalar1 farklidir (Eccles, 1999).

Mikroorganizmalarin metalleri tutmasi iki sekilde olur:

1.7.1. Metabolizmaya bagh olmayan metal tutmasi

Bu tur metal tutma genellikle 6li mikroorganizmalarda, hiicre duvarinin dig
yuzeyine metallerin adsorpsiyonu seklinde gerceklesir. Bunun yaninda, canli
mikroorganizmalar da adsorpsiyonla metal tutabilmektedir. Metallerin metabolizmaya
bagli olmadan adsorpsiyonla tutunmasi ¢ok hizli olur.

1.7.2. Metabolizmaya bagh olan metal tutmasi

Bu tiir metal tutma, canli mikroorganizmalarda metallerin hiicre zarindan hiicre
icine tasinmasi seklinde gerceklesen yavas bir olay olup, sicaklik ve canlilar i¢in gerekli

olan besin kaynaklarinin yeterli olmamasindan etkilenir. Birgok canli ya da oli
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mikroorganizmada Kkursun, uranyum ve toryum gibi metallerin tutunmasi yiizeye
adsorplanma seklinde olur. Diflizyon disinda metallerin hiicre igine alinmasi nadiren
olur (Karadag, 2002).

1.8. Amberlite XAD Turu Recineler

Farklt monomerler kullanilarak elde edilen Amberlite XAD kopolimerleri genis
yiizey alanlarina, sert ve homojen dagilimli gézenege sahip, capraz bagl yapilardir.
Organik c¢ozuculere, asidik ve bazik ortamlara karsi kararli olmalar1 ve gosterdikleri
farkli polarite 6zellikleri ile son yillarda ayirma ve zenginlestirme amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. Organik esasli sentetik Amberlite reginelerini, elde ediligleri ve
kullaniliglar1 bakimindan iyon degistirici ve adsorban olmak tizere iki grupta toplamak
mdmkadndlr. Her iki yapidaki Amberlite regineleri degistirme/ayirma amagh
kullanilmaktadir. Adsorban 06zellikte olanlarin daha yaygin oldugu literatiirden
anlasilmaktadir. Herhangi bir adsorbanin verimi, genel olarak spesifik i¢ yiizey
alanlaria oldugu kadar, spesifik gézenek hacmine ve gdzenek biiyiikliigii dagilimina da
baglidir. Bu o6zellikleri gosteren Amberlite XAD kopolimerlerinden XAD-1, 2, 3, 4, 16
ve 1180 polistiren divinilbenzen recinesi olup, apolar 6zelliktedir (Baliza ve ark., 2005).

Metal selatlarin  adsorban  {izerinde tutunmalar1 iki ayrt  teknikle
saglanabilmektedir. Bu tekniklerden bir1i immobilizasyon teknigidir. Bu teknikte,
oncelikle selat yapici, regine ile reaksiyona girdirilerek kimyasal bag ile re¢ine tizerinde
tutunmast saglanir. Daha sonra metal ¢oOzeltileriyle isleme tabi tutularak, metal
selatlarinin recine {izerinde olusmasi saglanir. Uygun eliisyon vasitalar1 kullanilarak
recine {izerinde tutulan metal selatlar eliie edilir. Immobilizasyon tekniginde eliisyon ile
selat yapici ligandlarin da kolondan ayrilmas: sebebiyle kolonun ¢ok sayida deney i¢in
kullanim1 miimkiin olmaktadir. Diger teknikte ise Amberlite XAD regineleri dolgu
maddesi olarak kolona yerlestirilir ve kolondan 6nceden olusturulmus metal selatlarini
iceren ¢ozeltiler gecirilir. Amberlite XAD recineleri metal selatlarinin adsorplanmasi
seklinde yaygin olarak kullanilabilecegi gibi, gesitli elementlerin degisik ortamlarda
halojeno kompleksleri seklinde de tutma o&zelligine sahiptir. Bu ¢aligmada XAD-4
reginesi kullanilmistir (HUsniye, 2013).
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1.9. Karbon Nanottpler (KNT)

1991°de elektron mikroskobu uzmani Sumia lijima’nin fullerenlerin (kat1 karbon
allatrobu) ark buharlagsmasi sentezi sirasinda katodda biriken malzemeyi arastirma
sirasinda bulunmustur ve c¢ok duvarli karbon nanotiiplerin olustugunu gormiistiir
(lijima, 1991).

Karbon nanotiipler, karbon atomlarindan meydana gelmis duvarlarla
olusturulmus igi bos silindirlerdir. Caplar1 0,7 — 10 nm ve uzunluklar1 mikrometrik
seviyelerdedir. Bir karbon nanotiip grafit tabakalardan olugmaktadir. Temel bir grafit
tabakasinda karbon atomlar1 birbirleri arasinda sp2 hibritlesmesi yaparak hekzagonal
simetri olusturur. Bu katman silindirik sekilde yuvarlanarak i¢ ice gecer ve bazi
durumlarda her biri yar1 bir fulleren ile sonlanir. Bir grafen 23 katmani basing altinda
oldukga dayanikli olmasiyla birlikte esnek bir yapiya sahiptir (Brechignac ve ark.,
2006).

Sekil 1.10. Cok duvarli karbon nanotiip

Karbon nanottpler; tek duvarli karbon nanotiipler ve c¢ok duvarli karbon
nanotiipler olarak ikiye ayrilmaktadir. Tek duvarli bir karbon nanotiip, tek bir grafit
tabakasinin her iki kenarindan fulleren uclar ile kendi etrafinda dondiiriilmiis halidir.

Cok duvarli karbon nanotiipler ise farkli ¢aplardaki tek duvarli karbon nanotiiplerin i¢
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ice gecmis halidir. Sekil 1. 10 ¢ok duvarli karbon nanotiipiin yapisini, Sekil 1. 11 ise tek

duvarli karbon nanotiip yapisini gostermektedir.

Sekil 1.11. Tek duvarli karbon nanotlp
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

Wales ve Sagar (1990), mikro mantar filtreler kullanilarak c¢esitli metal

iyonlariin geri kazanimi konusunda ¢aligmalarda mevcuttur.

Francis (1994), mikroorganizmalarin, radyoaktif atiklarda bulunan organik ve
inorganik bilesikleri transformasyon yetenegi oldugu bulunmustur. Farkli metallerin
biyotransformasyonunun, ortamda bulunan mikroorganizma tiriine, uygun elektron
akseptor ve dondrlerin varligina, ortam pH’1, sicaklik ve nem gibi dig faktorlere bagh
oldugu gostermistir.

Hu ve Reeves (1997), Kontamine atik sulardan ¢6zliinmiis uranyumun
uzaklastirilmasi i¢in, immobilize Pseudomonas aeruginosa kullanimi ve biyosorpsiyon
islemlerini etkileyen farkli parametrelerin etkilerini incelenmislerdir.

Bustard ve McHale ( 1998), cesitli biyokiitlelerin Cu, Zn, Fe, Pb ve Ag gibi
metaller icin biyosorbent Ozellikleri arastirilmis ve biyosorpsiyon izotermleri
kullanilarak metallerin baglanma ¢aligmalar1 yapilmustir.

Tucker ve ark. (1998), Sulu cozeltilerden uranyum ve molibdenin, kolonda
tutuklenmig Desulfovibrio desulfuricans kullanilarak giderilmeleri arastirmislardir.Geri
alim i¢in en uygun pH araligin 4-6 olarak tespit etmistir.pH 6 dan sonra keskin diisiis
izlemistir.

Hassen ve ark. (1998), kirletilmis ¢evrelerde siklikla bulunan agir metallerin,
Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus thuringiensis tarafindan biyosorpsiyonunu
calismiglardir. Bu metallerin, bakteri gelisimi, kuru hiicre miktari, amonyum
asimilasyonu, pigment tretimi ve protein sentezi iizerine etkilerini ¢alismislardir. MIC
degerinden daha diisuk metal konsantrasyonlarinin kismi olarak bakteriyel gelisimi
kisitladigin1 ve uygulanan metal konsantrasyonun da kismi bir inhibisyona neden
oldugunu gormiislerdir. Bakteriyel biyokditlenin tiretimi; agir metal konsantrasyonuna,
tiredigi ortama ve galisilan bakteriyel irka gore degiskenlik gosterdigini belirtmiglerdir.

Ishikawa ve ark. (2002), Uranyum ve toryumun geri kazanilmasinda dort farkli
biyopolimer incelenmis ve uranyum i¢in tavuk yumurta kabugu membraninda %98
oraninda, toryum i¢in ipek proteininde %79 oraninda en yliksek giderimin oldugunu

tespit etmislerdir.
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Karadag (2002), Uranyumun geri kazanilmasinda serbest ve tutuklanmis alglerin
biyokiitle olarak kullanilabilirligini arastirmislardir. Enteromorpha linza ve Gracilaria
convervoides kullanilarak, sulu ¢ozeltilerden uranyumun biyosorpsiyonu etkileyen
cesitli parametreleri ve bu alglerin uranyumun geri kazanilmasinda biyokiitle olarak

kullanilabilirligini incelemisledir.

Yilmaz (2003), agir metallere direngli olan Bacillus sp. varyete EB1°1 Tiirkiye’
nin giineydogu bolgesinden agir metal kontamine olmus topraktan izole etmistir. 16s
RNA sekans analizi sonucu bu mikroorganizmanin B. circulans ile iliskili oldugunu
gostermis ve bu bakterinin minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MIC) belirlemistir.
Bacillus EB1’in metaller i¢in yiiksek MIC ve antibiyotikler i¢in ise genis bir spektrum
degerleri gosterdigini bulmustur.

Nakajima ve Tsurut (2004), onsekiz bakteri tlrind, toryum ve uranyum
adsorblanma yeteneklerini belirlemek amaciyla incelemislerdir. Toryum igin
Artrobacter nicotinae ve Micrococcus luteus, uranyum icin ise Artrobacter
nicotinae’nin yiiksek adsorpsiyon kapasitesi gosterdigini tespit etmislerdir. Hem toryum
hem de uranyum adsorpsiyonunun Micrococcus luteus hiicreleri tarafindan hizli bir
sekilde gerceklestigini, adsorpsiyonun soliisyon pH’sindan etkilendigini tespit
etmislerdir. Toryum’un bu yarismali adsorpsiyonda uranyumdan daha hizli bir
adsorpsiyon ve daha yavas bir desorpsiyon orani gosterdigini belirtmislerdir.

Starvin ve Rao (2004), modifiye aktif karbon kullanarak kat1 faz ekstraksiyon
yontemiyle uranyumun prekonsantrasyonlarini ¢alismislardir. Arsenazo-111 kullanarak
UV-spektrofotometrede uranyumu tayin etmisleridir. Optimum pH ve eluenti sirasiyla
4.0-5.0 ve 1 M HCI olarak tespit etmislerdir. Gelistirdikleri yeni yontemi toprak ve
sediment numunelerindeki uranyum analizi i¢in bagarili bir sekilde uygulamislardir.

Tlrkdze (2006), alg (Jania rubens), Maya (Saccharomyces cerevisiae)
kompozit biyosorbenti olusturmada etkili olan alg/maya orani (m/m), adsorbsiyon
verimi ve fiziksel 6zellikleri goz 6niine alinarak, 1/2,5 (m/m) ve bu karisimla en uyumlu
destek materyalinin silikajel oldugu belirlenmistir. Hazirlanan kompozit biyosorbentin

su ile sisme hacmi 3,5 mL/g olarak bulunmustur.

Tiirk6zi (2006), deniz makro alglerinin ve mayalarin radyoniiklitleri/metal
iyonlarini biyosorpsiyon yeteneklerinden yola ¢ikarak; makro alg, maya ve silika jel
destek materyali kullanilarak hazirlanan bir biyokompozitin, sulu seyreltik ortamlardan

uranyum iyonlarinin biyosorpsiyonu iizerine etki eden farkli deneysel parametreleri
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incelemis, adsorpsiyon izotermlerine uygunlugunu test etmis ve termodinamik

parametreleri hesaplamistir.

Akhtar ve ark. (2009), Trichoderma harzianum'u Ca-aljinata Uzerine immobilize
ederek kirletilmis sulardan uranyumun giderilmesi ve geri kazanilmasini
incelemiglerdir. Biokiitle miktari, eliient cinsi (HNOszve HCI), sicaklik gibi

parametreleri degerlendirmistir. Eltient cinsi olarak 1M HCI kullanmustir.

Donat ve ark. (2009), ucuz, bol bulunan ve dogal bilesenler olan sepiolite,
CaS042H20, diatomitin aljinatla kaplanmasiyla hazirlanan biyo-kompozitin U(VI)
biyosorpsiyonunu arasritmiglar ve ekonomik yeni bir biyosorbent olarak
kullanilabilecegi onermislerdir.

Sezer (2009), Izmir Kérfezi’nden toplanan ve kahverengi bir alg olan Cystoseira
sp.’nin saf ve kimyasal olarak modifiye edilmis formlar1 kullanilarak, sulu ¢ozeltiden
uranyumun alim ve geri alim siiregleri incelenmistir. Saf ve kimyasal modifiye edilmis
makro algin uranyumun geri kazanilmasinda biyosorbent olarak kullanilabilirligi

arastirilmistir.

Sezer (2009), uranyum biyosorpsiyonunda serbest ve kimyasal olarak 6n isleme
tabi tutulmus kahverengi makro alglerin biyokiitle olarak kullanilabilirligini
arastirmigtir. Modifiye Cystoseira sp.’nin uranyum geri kazanim verimini etkileyen
parametreleri incelenmis, adsorpsiyon verilerinin adsorpsiyon izotermlerine uygunlugu
aragtirarak, termodinamik parametreleri hesaplanmistir.

Liu ve ark. (2010), Saccharomyces cerevisiae kullanarak uranyum
biyosorpsiyonu c¢alismiglardir. Ayrica kiiltiir sartlarindaki S. cerevisiae'nin ylzey
etkilesimlerini test etmiglerdir. SEM analizleri sonucunda uranyumun maya hiicrelerinin
yiizeyi ile etkilestigi ve -O-H, -C=0 ve —PO gruplarinin uranyumun baglamas igin
onemli oldugunu belirtmislerdir.

Ozdemir ve ark. (2010), Bir radyoniklit olan toryumun Amberlite XAD-4
tizerine tutuklanmig Bacillus sp. ile kat1 faz ekstraksiyonunu ¢alismiglardir. Arsenazo 111
kullanarak toryumun UV-spektrofotometrik olarak tayinini arastirmiglardir.

Tayyebi ve ark. (2010), uranyumun sulu c¢ozeltilerden giderilmesi igin kalsiyum
aljinat icerisine dogal bentonit immobilize edilerek yeni mikrokiiresel adsorban
gelistirilmislerdir.

Ozdemir ve Kiling (2012), uranyumun Amberlite XAD-4 (zerine immobilize

edilmis termofilik Geobacillus thermoleovorans ile kati faz ekstraksiyonu ve
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spektrofotometrik tayinini aragtirilmiglardir. Van Gol'ii su 6rnegi dogal numune olarak
kullanilarak bu ekonomik degere sahip olan iyonun onderistirilmesi ¢alisilmis ve ulusal
kaynaklarin kullanimini test etmislerdir.

Ozdemir ve ark. (2012), termofilik Geobacillus toebii subsp. decanicus ve
Geobacillus thermoleovorans subsp. stromboliensis kullanilarak Cd, Cu, Ni, Mn ve Zn
direncliligi ve bioakiimiilasyonu c¢alisilmiglardir. Biyoakiimiilasyon ¢aligmasinda
biyoakiimiile edilen metal iyonlarinin farkli inkiibasyon siirelerinde farklilik
gosterdigini rapor etmislerdir.

Sadeghi ve ark. (2012), magnetik Fe3Os nanopartikillerini sorbent olarak
kullanip uranyumun kat1 faz exktraksyonunu ¢alismislardir. Yiizel yapist TEM, FT-IR
ve XRD analizi ile karakterize edilmistir. Maksimum adsorpsiyon kapasitesini 12,33
mg/g olarak belirlemisleridir.

Ozdemir ve ark. (2013), bu calismada termofilik Geobacillus thermantarticus
ve Anoxybacillus amylolyticus bakterileri kullanilarak Cd*?, Cu*?, Co*? ve Mn*? gibi
agir metallerin direnclilik ve biyoakiimiilasyonu ¢ahsilmistir. Cd*2, Cu*?, Co*? ve
Mn*2 gibi agir metallerin gevresel drneklerden armndirilmasi ve bunun Slgiilebilmesi
acisindan orjinal bir g¢alismadir. Metal giderim yiizdelerinin degisik inkiibasyon
zamanlarinda farkliliklar gosterdigini belirtmislerdir.

Li ve ark. (2014), Bacillus sp. dwc-2 kullanarak uranyum biyosorpsiyonun
mekanizmasini incelemislerdir. TEM, EDX, FT-IR, PIXE ve EPBS gibi farkli analizler
yapilmigtir. Bakterinin yiizeyinde bulunan amino, fosfat ve karboksil gruplarinin
biyosorpsiyondan sorumlu fonksiyonel gruplar olabilecegini belirtmislerdir.

Ozdemir (2014), Amberlite XAD-4 Uzerine tutuklanmig Coriolus versicolor
fungal biyokiitlesi kullanilarak kat1 faz ekstraksiyon yontemiyle Lantan(III) iyonlarinin
secici prekonsantrasyonu ICP-OES ile belirlenmesini arastirmislardir.

Ozdemir (2014), bu arastirmada kati faz olarak Amberlite XAD-4 (izerine
tutuklanmig Agaricus bisporus biyokiitlesi kullanilarak kat1 faz ekstraksiyon
yontemiyle toryumun onderistirilmesi test etmislerdir.

Ji ve ark. (2016), Eichhornia crassipes kullanarak sulu c¢ozeltilerden uranyum
biyosorpsiyonu calismislardir. pH'min uranyum biyosorpsiyonunda oldukc¢a onemli
oldugunu ve uranyum biyosorpsiyonu i¢in optimum pH'y1 5,5 olarak saptamiglardir. FT-
IR analizi sonrasinda amino, hidroksil ve karboksil gruplarinin uranyum

biyosorpsiyonundan sorumlu fonksiyonel gruplar olabilecegini belirtmislerdir.
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Li ve ark. (2016), Streptomyces sporoverrucosus dwc-3 kullanarak uranyum
biyoakiimiilasyonunun karakterizasyonunu c¢alismislardir. Bunun i¢in TEM, EDX, FT-
IR, XPS, PIXE, EPBS gibi farkli analizler yapilmistir. Amino, fosfat ve karboksil
gruplarinin biyosorpsiyondan sorumlu yiizey fonksiyonel gruplar olabilecegini rapor
etmiglerdir. 12 saatlik inkiibasyon sonrasinda 10 mg/L uranyumun %60'nin

uzaklastirildigi ve biyosorpsiyon kapasitesini 3,0 mg U/ g yas agirlik olarak tespit

etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bakteri izolasyon Islemi Ve Saf Kultiir Bakteri Uretimi

Sirnak Meryem deresi bolgesinden daha 6nce izole edilmis Bacillus vallismortis ve
B. mojavensis ¢alismamizda biyolojik materyal olarak kullanilmistir. Bu iki tiir bakteri
Nutrient Broth (NB) s1vi besi yerinde 45°C‘de 24 saat inkiibe edilerek ¢alkalayicida 120
rpm’de tiretildi.

3.2. Besiyeri Maddeleri

NB ve NB Agar, besiyeri olarak uygun goruld.
3.2.1. Siv1 besiyeri

8 gram NB, c¢esme suyu ile 1 litre olacak sekilde bir cozelti hazirlandi.
Otoklavda steril edilip kullanima uygun hale getirildi.

3.2.2. Kati besiyeri [Nutrient broth agar (NB)]

8 g NB’e 15 gram agar ilave edilip, cesme suyu ile 1 litreye tamamlanarak

otoklavlandi. Bu islemden sonra steril petri kaplarina aktarimi yapildi.

3.3. Bakteri Uretimi

Tek kullanimlik steril 6ze yardimiyla kati besiyerinden Nutrient Broth
besiyerine ekim yapildi. Calkalayicida 120 rpm’de 35 °C’de 16 saat inkiibe edildi. 16
saat sonunda bu besiyerinden 200 pL (3,7x10” CFU) alinarak &nceden otoklavlanmis

s1v1 besiyerlerine ekim yapilarak bakteri liretimi saglandi.

3.4. B. vallismortis ve B.mojavensis'in Minumum Inhibe Edici

Konsantrasyonlarimn (MIC) Belirlenmesi

Bakteri Gremesini inhibe etmek icin gerekli en disik metal konsantrasyonuna
minimum inhibisyon konsantrasyonu denir. Uranyumun her iki termotolerant bakteriler
Uzerine olan minimum inhibisyon konsantrasyonlarmi (MIC) tespit etmek i¢in farkli
konsantrasyonlarda uranyum iceren kati besiyerleri hazirlandi. Sonra uygun sivi

besiyerinde Uretilmis bakteriler degisik konsantrasyonlarda uranyum iceren Kkati
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besiyerlerine ekim yapildi. Ayni islem sivi besiyeri i¢in de tekrar edildi ve 72 saat
inkiibasyon siresinden sonra bakterilerin tiremedigi en distk uranyum konsantrasyonu
minumum ihbibisyon konsantrasyonu (MIC) olarak tespit edildi (Ozdemir ve ark.,
2012).

3.5. Farkh Uranyum Konsantrasyonlarmn B. vallismortis ve B. mojavensis

Uremesi Uzerine Olan Etkisinin incelenmesi

B. vallismortis ve B. mojavensis sivi besiyerinde belli bir 6n inkiibasyondan sonra
degisik konsantrasyonlarda uranyum iceren sivi besiyerine ekim yapilarak uygun
inkiibasyon kosullarinda 12, 24, 36, 48, 72 ve 96. saate kadar {iretilip 540 nm’de
absorbans degerleri dlgulerek zamana karst OD degerleri kullanilarak biiylime egrileri

olusturuldu.

3.6. % Uranyum gideriminin Ve Biyoakumulasyonunun Tespit Edilmesi

B. vallismortis ve B. mojavensis sivi besiyerinde belli bir 6n inklibasyondan sonra
farkli konsantrasyonlarda uranyum iceren besiyerine aktarilarak uygun inkiibasyon
kosullarinda 96. saate kadar iiretilecekler. 0. saatten 96. saate kadar 12., 24., 36., 48.,
72., ve 96. saatlerde drnek almip 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust sividan
ornek alind1 ve orneklerdeki uranyum konsantrasyonlari UV-spektrofotometrik olarak
tespit edilerek % uranyum giderimi hesaplandi. Uranyum biyoakiimiilasyonu ig¢in
oncelikle pelet tartilarak yas agirlik tespit edildi. Pelet % 0,9’luk NaCl ile 1 kez yikanip
ve besiyeri kontaminatlar1 uzaklastirilarak 7000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip pelet
80 °C'de bir gece kurumaya birakildi. Kuru agirlik tespit edildikten sonra 600 °C'de 4
saat kiil firninda kavruldu. Sonra 0,5 mL konsantre nitrik asit (14,4M) ilave edilerek 30
dakika bekletildi. Sonra hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlandi ve yaklasik 1 saat
isitilarak uranyum ¢oziiniirlestirilip son hacim saf su ile 3 mL’ye tamamlanarak

uranyum biyoakimodlasyonu tespit edildi (Ozdemir ve ark., 2013).

3.7. Uranyumun UV-Spektrofotometrik Olarak Tayini

I mL uranyum ¢ozeltisine 1 mL 2 molar HCI ¢ozeltisi eklenir. Karisimin
uzerine 250 pL yuzde 0.1°’lik Arsenoz Il eklenir. Daha sonra herbir tipe 2750 pL
distile su ilave edildikten sonra 10 dakika oda sicakliginda beklenir. Siire sonunda
uranyum miktart UV-spektrofotometrik olarak 651 nm'de Olculerek tespit edilir
(Ozdemir ve Kilinc, 2012).
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3.8. Farkh Uranyum Konsantrasyonlarimmn a-Amilaz Enzim Uretimi Uzerine

Etkisinin Arastirilmasi

B. vallismortis ve B. mojavensis siv1 besiyerinde belli bir 6n inkiibasyondan sonra
farkli konsantrasyonlarda uranyum tuzlarini igeren besiyerine aktarilarak uygun
inkiibasyon kosullarinda 96. saate kadar Uretildi. 0. saatten 96. saate kadar 12., 24., 36.,
48., 72., ve 96. saatlerde kilturlerden 6rnek alinip 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Ust sivi, enzim aktivite deneylerinde kullamlmak iizere ayrildi. (Ozdemir ve
ark., 2011).

3.9. Amilaz Enzimi Aktivite Tayini (Bernfeld Yontemi, 1955)

Enzim aktivitesi Bernfeld yéntemine gore belirlendi. (Bernfeld, 1955). Bu yénteme
gore 100 pL enzim g¢ozeltisi (ist sivi) ve 200 puL. % 0,5°lik nisasta ¢ozeltisi 70 °C*de 30
dakika inkibe edilir. Sure sonunda reaksiyonu durdurmak icin, 400 puL 3,5 dinitro
salisilik asit (3,5 DNS) ilave edilerek 5 dakika kaynar su banyosunda bekletilir. 3,5
DNS, diisiik sicakliklarda indirgen seker uglariyla reaksiyona girmediginden kaynar su
banyosuna konulur. 5 DNS sicakta sekerlerin indirgen uglariyla reaksiyona girerek
reaksiyonun durmasini sagladigi gibi ayn1 zamanda renk olusumunu da saglamaktadir.
Daha sonra 3 mL distile su ile seyreltme yapilarak 489 nm’de spektrofotometrik 6lglim
yapilir. a-amilaz i¢in 1 Unite Enzim: 1 pmol nisastay1 30 dakikada maltoz birimlerine

pargalayan a-amilaz enzim miktaridir (U/mg).

3.10. Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmasi

20 g 3,5 dinitro salisilik asit 400 mL distile su i¢inde ¢6ziiniir. Bagka bir beherde
32 g/300 mL NaOH ¢ozeltisi magnetik karistirici ile karistirilir. Daha sonra yavas yavas
3,5 dinitro salisilik asit {izerine eklenir. Bir siire sicak su banyosunda bekletilir. Sonra
600 g Na-K-Tartarat azar azar eklenir. Hacim saf su ile 2000 mL’ye tamamlanir
(Bernfeld, 1955).

3.11. Kurutulmus Olu B. vallismortis ve B. mojavensis Hiicrelerinin Uranyum Kati

Faz Ekstraksiyonu I¢cin Hazirlanmas
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B. vallismortis ve B. mojavensis uygun besiyerinde ve belli bir inkiibasyon
siiresinde (24 saat) iiretilerek 7000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust sv1
uzaklastirildiktan sonra pelet % 0,9 luk NaCl ¢ozeltisi (121 °C’de 15 dakika
otoklavlanmis) ile yikanarak ve tekrar santrifij edildi. Bu islem iki kez tekrar edilip,
daha sonra pelet 80 °C’de bir gece bekletilip kurutularak 121 °C’de 20 dakika
otoklavlandi. Bu islemden sonra bakteri hiicreleri (bakteri hiicrelerinin cogalip
cogalmadigini tayin etmek amaciyla) sivi1 besiyerlerine ekim yapilip liremenin olmadigi
(bakterilerin tamamen 6ldugu) durum pozitif sonug olarak kabul edildi (Kilinc ve ark.,
2013).

3.12. Olu (Kurutulmus) B. vallismortis ve B. mojavensis’in XAD-4 Ve Cok Duvarh
Karbon Nanotiip (MWCNT) Uzerine Tutuklanmas1 (immobilize Edilmesi)

Ticari olarak kullanilabilir Amberlite XAD-4 sirastyla metanol, su, 1 mol 11 HCI ve
su ile yikanarak organik ve inorganik kontaminantlarin uzaklastirilmasiyla hazirlandi.
Daha sonra 200 mg kurutulmus ve 6li toz haline getirilmis B. vallismortis ve B.
mojavensis 750 mg Amberlite XAD-4 ile karistirilarak 5 mL saf su eklenip ve magnetik
karistiricida karigim homojen bir pasta haline gelinceye kadar karistiridi. Daha sonra
karisim 105 °C’de 1 saat etiivde kurutuldu. Bu karistirma ve isitma islemi, B.
vallismortis ve B. mojavensis ve Amberlite XAD-4 arasindaki etkilesimin maksimum
olmast igin birkag kez tekrarlandi (Ozdemir ve ark., 2016).

Daha sonra 200 mg kurutulmus 6lu B. vallismortis ve B. mojavensis 150 mg
MWCNT ile kanstirilarak 5 mL saf su eklenip ve magnetik karistiricida karigim
homojen bir pasta haline gelinceye kadar karistirildi. Amberlite XAD-4 ile yapilan
islemler MWCNT igin de gerceklestirildi.

3.13. Kolonun Hazirlanmasi

Hiicre tutuklanmig 200 mg Amberlite XAD-4 ve MWCNT uzerine 3 mL saf su
eklenerek bir karistirictda homojen bir hale gelinceye kadar karistirildi. Kolon,
kullanmadan once sirasiyla 1 M HCI ve saf su ile iyice yikanip, daha sonra karigim 1,0
cm X 10,0 cm boyutundaki polietilen kolona yavas yavas eklendi. (Ozdemir ve ark.,
2014).
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3.14. XAD-4 ve MWCNT Uzerine Tutuklanmus Olii B. vallismortis Ve B.

mojavensis Ile Uranyum Kat1 Faz Ekstraksiyonu

50 mL 1 mg/L uranyum c¢Ozeltilerinin geri kazanimi tizerine farkli pH (2,0-9,0),
akis hiz1 (1-6 mL/dak), biyokiitle miktar1 (50-500 mg), matriks miktar1 (50-1000 mg),
eluent hacmi (3 ve 5 mL), eluent tipi (HCI ve HNO3), eluent konsantrasyonu (0,5 ve 1
M), érnek hacmi (25-500 mL), farkli iyonlarin etkisi (Na*, K*, Ca*?, Mg*?, Fe*?, Al*3,
Cd*2, Co™, Cu™, Ni*? ve Zn*?), kolon kullanimi test edilerek yontem optimize edildi.
Yontem optimize edildikten sonra sertifikali referans materyaller ile ydntemin
dogrulugu test edildi. Daha sonra kolon kapasitesi ve dogal numunelerdeki uranyum

miktari tespit edildi (Ozdemir ve ark., 2016).

3.14.1. Ph etkisi

50 mL 1 mg/L uranyum ¢ozeltilerinin pH'lart 0,1M HCI ve HNOs ile pH (2,0-
9,0)'a ayarlandi. Her bir pH ¢ozeltisi hazirlanmis olan kat1 faz ekstraksiyon kolonlarina
1m/dk'lik akis hizinda kolondan gegirildi. Daha sonra 1 M 5ml HCI ile geri alindiktan
sonra uranyum miktarlar1 UV-spektrofotometre ile tayin edildi.

3.14.2. Akis iz

Her bir kat1 faz ekstraksiyon kolonu i¢in tespit edilen optimum pH larindaki 50
mL 1 mg/L uranyum ¢ozeltileri 1-6 mL/dk'lik farkli akis hizlarinda kolondan gegirildi.
Daha sonra 1 M 5 mL HCI ile geri alindiktan sonra uranyum miktarlart UV-

spektrofotometre ile tespit edildi.

3.14.3. Buyokditle miktar:

Farkli miktarlarda biyokiitle yiiklenmis (50-500 mg aras1) kat1 faz ekstraksiyon
kolonlarindan 50 mL 1 mg/L uranyum ¢ozeltileri en uygun sartlarda kati faz
ekstraksiyon kolonundan gegirildi. Daha sonra 1 M 5 ml HCL ile geri alindiktan sonra

uranyum miktarlari UV-spektrofotometre ile saptandi.

3.14.4. Matriks miktari
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Farkli miktarlarda matriks miktarina sahip (50-1000 mg arasi) kolonlardan 50
mL 1 mg/L uranyum ¢ozeltileri optimum kosullarda kolondan gegirildi. Daha sonra 1 M
5mL HCI ile geri alindiktan sonra uranyum miktarlar1 UV-spektrofotometre ile
belirlendi.

3.14.5. Eluent hacmi, tipi ve konsantrasyonu

Bu calismada 50 mL 1 mg/L uranyum ¢ozeltileri optimum kosullarda kolondan
gecirildi ve farkli konsantrasyon ve hacimlerdeki HCI ve HNO3 ile U(VI)'n geri
kazanimi icin eluent soliisyonu olarak test edildi.

3.14.6. Ornek hacmi

Farkli miktarlarda 6rnek hacimleri (25-500 mL) optimum kat1 faz ekstraksiyon
kosullarinda kolondan gegirildi. Daha sonra 1 M 5mL HCI ile geri alindiktan sonra
uranyum miktarlart UV-spektrofotometre ile tespit edildi. En uygun 6rnek hacmi secildi

3.14.7. Kolon kapasitesi

50 mL 1 mg/L uranyum c¢ozeltileri en uygun pH'a optimize edilip 5 mL/dk
olacak sekilde kolondan gegirildi. Daha sonra 1 M 5mL HCI ile geri alindiktan sonra
uranyum miktarlart UV-spektrofotometre ile tespit edildi. Kolon kapasitesi geri alim
yiizdesine gore hesaplandi.

3.14.8. Farkl iyonlarin etkisi

50 ml 0,1 mg/L lik uranyum ¢ozeltisine Asagidaki Tablo 3.7°de oranlar1 verilen
farkli iyonlarm; Na', K*, Ca*?, Mg', Fe'?, AI'® Cd', Co*, Cu'? Ni*? ve Zn*
iyonlarinin Uranyumun geri kazanimi lizerine optimum kosullarda test edildi.

Tablo 3.1. Farkli iyonlarin miktarlarininetkisi

Yabanci iyonlar ~ Yabanci iyon/U(VI) oram

Na* 5,000

K* 5,000
Ca*? 200
Mg*2 100
Fe*? 100
Al*3 25
Cd*? 5
Co*? 5
Cu*? 5
Ni*? 5
Zn*? 5
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3.14.9. Kolon kullanimi

50 mL 1 mg/L uranyum cozeltileri en uygun pH'a optimize edilip 5 mL/dk
olacak sekilde kolondan gegirildi. Daha sonra 1 M 5mL HCI ile geri alindiktan sonra
uranyum miktarlari1 UV-spektrofotometre ile tespit edildi. 40 defaya kadar olan
kullanimda kolondaki geri alim miktar1 hesaplandi. Yapilan hesaplamalarla kolonun

kullanim tekrar1 hesaplandi.

3.14.10. Sertifikal referans materyaller ile yontemin dogrulugunun tespiti

Gelistirilen yeni yontemin dogrulugu sertifikali referans maddelerin analizi ve
dogal su orneklerinde geri kazanma g¢alismasi ile onaylandi. Su (NWTM-15), Deniz
suyu (CASS-4), Sertifikali ¢cay 6rnegi (NCSZC 73014), NWTM-15 (Fortified water) ve
NCS ZC73014 (Tea Sample) gibi farkl:i sertifikali referans materyal kullanilarak
U(IV) konsantrasyonu tespit edilerek gelistirilen yeni yOntemin dogrulugu
onaylandi.

3.14.11. Numunelerdeki uranyum tespiti

Daha 6nce Van goliinden alinan numunelerin her birinin 500 mL’lik kism1 5
mL/dk olacak sekilde kolondan gecirildi. Daha sonra 1 M 5mL HCI ile geri alindiktan
sonra uranyum miktarlar1 UV-spektrofotometre ile tespit edildi.

3. 15. Kullanilan Aletler

Steril Kabin (NUVE LN 090)

Spektrofotometre ( SHIMADZU UV MINI-1240)
Calkalayici (JEIO TECH SI-600)

Sogutmali Santrifiij (EPPENDORF CEBTRIFUGE 5430R)
Vorteks (JEIO TECH VM-96B)

Magnetik Karistirict (WISESTIR MSH-20D)

Etiv ( NUVE EN 400, NUVE EN 500)

Digital Gostergeli Hassas Terazi (SHIMADZU AU X220)
Otoklav ( NUVE OT 4060V)

Calkalamali Su Banyosu ( NUVE ST402)

pH metre ( HM DIGITAL PH-200)

Kiil Firim1 (Heraus)

Ultrasantrifiij (Ependorf)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. B. vallismortis ve B. mojavensis Kullanarak U(VI) Icin Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonlar1 (MIC)

Tablo 4. 1. ve 4. 2’de 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda kati
besiyerlerinde elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) deneyi sonuglari
gorulmektedir. Bu sonuclara gore; B. vallismortis ve B. mojavensis icin U(VI) MIC
degerleri sirasiyla; 82,5 mg/L ve 85 mg/L olarak bulunmustur. Ayni zaman sivi
besiyerlerinde de B. vallismortis ve B. mojavensis i¢in U(VI) MIC test edilmis ve
sirastyla MIC degerleri 15 mg/L ve 12,5 mg/L olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara
gore kat1 besiyerinde B. mojavensis'in B. vallismortis'e gore ve sivi besiyerinde ise B.
vallismortis'in B. mojavensis'e gore daha direngli oldugu tespit edilmistir. 96 saat
inkiibasyon siiresi sonrasinda U(VI)nin MIC sonuglarin1 karsilagtirinca test edilen her
iki bakteri tiirliniin de sivi besiyerinde, kati besiyerine gore daha duyarli olduklari
saptanmigtir. Benzer sonuglar Yilmaz (2003) ve Ozdemir ve ark., (2013) tarafindan
rapor edilmigtir.

Tablo 4.1. B. vallismortis icin Minimum inhibisyon Konsantrasyonlari (MIC) Degerleri

Zaman (Saat)
Konsantrasyon (mg/L) 24 48 72

(o}
(o3}

1 +

2.5

5

7.5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

I N I o o o I I IR IO o o R R o N

70

75 -

|||+ +
||| ||| |||+
||| |||+

80 -

82.5 -

85 -

90 -
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Tablo 4.2. B. mojavensis icin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIC) Degerleri

Zaman (Saat)

Konsantrasyon (mg/L) 24 48 72 96
1 + + + +
2.5 + + + +
5 + + + +
7.5 + + + +
10 + + + +
15 + + + +
20 + + + +
25 + + + +
30 + + + +
35 + + + +
40 + + + +
45 + + + +
50 + + + +
55 + + + +
60 + + + +
65 + + + +
70 + + + +
75 - + + +
80 - + + +
82.5 - + + +
85 - - - -
90 - - - -

4.2. Farkh U(VI) Konsantrasyonlarmmin B. vallismortis ve B. mojavensis’in Uremesi

Uzerine EtkKisi

B. vallismortis ve B. mojavensis'in tiremesi iizerine farkli konsantrasyonlardaki
U(VD'nin etkisi Sekil 4.1. ve 4. 2.'de goriilmektedir. 1 mg/L U(VI)'min her iki bakteri
igin kontrole kiyasla galisilan tiim inkiibasyon zamanlarinda (remenin etkilenmedigi
saptanmistir. 2,5 mg/L U(VI) varliginda, 72 saat'lik inkiibasyon siiresince B.
vallismortis'in tiremesinin énemli oranda etkilemedigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
kontrol ile kiyaslandiginda 5 mg/L varliginda B. vallismortis'in Uremesinin 24. saatte
%?24,7 oraninda, 48. saate ise %21,1 oraninda inhibe oldugu belirlenmistir. 2,5 mg/l
U(VI) varliginda kontrol ile karsilastirildiginda B. mojavensis'in Gremesinin 24., 48., 72.
ve 96. saatlerde sirasiyla %6,2, %7,5, %12,4 ve %9,6 oranlarinda diistiigii bulunmustur.
5 mg/L U(VI) varliginda ise kontrol ile karsilastirildiginda B. mojavensis'in tremesinin
12., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde sirasiyla %21,5, %17,3, %22,7, %27,1 ve %24,2

oranlarinda inhibe oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli U(VI) Konsantrasyonlariin B. vallismortis’un Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.2. Farkli U(VI) Konsantrasyonlarmin B. mojavensis’in Uremesi Uzerine Etkisi

4.3.Farkh U(VI) Konsantrasyonlarimin B. vallismortis ve B. mojavensis Kullanarak

Uzaklastirilmas: ve Biyoakiimiilasyonu Uzerine Etkisi

Farkli U(VI) konsantrasyonlarinin B. vallismortis ve B. mojavensis kullanarak
uzaklagtirilmasi tizerine etkisi Sekil 4. 3. ve 4. 4.'de verilmistir. Sekil 4. 3.'de goriildiigii
gibi, 96 saatlik inklbasyon siresince 1 mg/L, 2,5 mg/L ve 5 mg/L U(VI) varliginda
uzaklastirma yiizdeleri sirasiyla %88,36 ile %100, %86,28 ile %100 ve %82,47 ile
%100 arasinda degisiklik gosterdigi saptanmistir. B. mojavensis'in 2,5 mg/L U(VI)
varliginda 12., 24., 36., 48., 72. ve 96. saatlerde uzaklastirma yiizdeleri sirasiyla
%87,42, %100%99,3, %100, %92,87 ve %83,46 olarak tespit edilmistir (Sekil 4. 4. ). 5
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mg/L U(VI) varliginda ise en yiiksek uzaklastirma yiizdesi 48. saatte %99,9 olarak
tespit edilmistir.

120 -

100

80 -

60 m1lmg/L
m2,5mg/L

40 g
m5mg/L

20 -

0 A
12 24 36 48 72 96

inkiibasyon Zaman (Saat)

% U(VI) Uzaklastirma

Sekil 4.3. Degisik Inkiibasyon Zamanlarinda Farkli U(VI) Konsantrasyonlarinin B. vallismortis
tarafindan Uzaklastirilmasi
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Sekil 4.4. Degisik Inkiibasyon Zamanlarinda Farkli U(VI) Konsantrasyonlarinin B. mojavensis tarafindan
Uzaklastirilmasi

Sekil 4. 5.'de goriildiigi gibi, B. vallismortis'in U(VI) biyoakiimilasyonu 1 mg/L
konsantrasyonunda 12-36. saatler arasinda artmis ve 48. saatte diislis gostermistir. 1
mg/L U(VI) konsantrasyonundaki en yuksek biyoakiimilasyon kapasitesi 10 mg
U(VIl)/g kuru bakteri olarak 72. saatte elde edilmistir. 2,5 mg/L U(VI)
konsantrasyonunda en yuksek U(V1) biyoakimilasyonu 22,72 mg U(V1)/g kuru bakteri
48. saatte saptanmigstir. U(VI) biyoakiimiilasyonu 5 mg/L varhiginda 12-48. saatler

arasinda artarken, bu konsantrasyondaki en yiiksek biyoakiimiilasyon kapasitesi 50 mg
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U(VI)/g kuru bakteri olarak tespit edilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki U(VI)'nin B.
mojavensis'in biyoakiimiilasyon kapasitesine etkisi Sekil 4. 6.'de gorUlmektedir. B.
mojavensis'in biyoakimiulasyon kapasitesi 1 mg/L, 2,5 mg/L ve 5 mg/LU(VI) varliginda
Ureme periyodunun 12-24. saatleri arasinda artis gosterdigi tespit edilmistir. 2,5 mg/L
U(V]) konsantrasyonunda 36. ve 72. saatlerdeki biyoakiimiilasyon kapasiteleri sirastyla
19,1 ve 21,1 mg U(VI)/g kuru bakteri olarak bulunmustur. En yiiksek biyoakiimilasyon
kapasitesi 48,21 mg U(VI)/g kuru bakteri 5 mg/L konsantrasyonunda 24. saatte elde
edilmistir. Bu ¢alismada uzaklastirma yiizdesi ve biyoakiimiilasyon kapasiteleri her iki
bakterinin de farkli lireme periyodlarinda azalma ve artma seklinde farkliliklar
gostermistir. Macaskie ve Dean (1984) ve Volesky ve ark., (1993) yapmis olduklar
metal biyoakiimiilasyon calismalarinda bakteri hiicrelerinin farkli ireme periyodlarinda
biyoakiimiilasyon seviyelerinde artis ve azalis seklinde farkliliklar oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu bulgular yapmis oldugumuz calisma ile paralellik gdstermektedir.
Bunlara ilaveten Theodorakopoulos ve ark., (2015), Microbacterium sp. A9 ile yapmis
olduklart uranyum biyoakiimiilasyon c¢alismasinda uranyum biyoakiimiilasyon
seviyelerinin farkli inkiibasyon zamanlarinda farklilik gosterdigi saptamislar ve bunu
uranyum aktif efluks sistemi ile agiklamiglardir. Bu ¢alismada da aymi aktif efluks

sisteminin aktif rol oynayabilecegini diislinmekteyiz.
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Sekil 4.5. Farkli U(VI) Konsantrasyonlarmin B. vallismortis’in Biyoakiimiilasyonu Uzerine Etkisi
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Sekil 4.6. Farkli U(VI) Konsantrasyonlarinin B. mojavensis’in Biyoakiimiilasyonu Uzerine Etkisi

4.4. Farkh U(VI) Konsantrasyonlarinin B. vallismortis ve B. mojavensis’in a-amilaz

Uretimine EtkKisi

Farkli U(VI) konsantrasyonlarinin B. vallismortis ve B. mojavensis’in a-
amilaz Uretimi tizerine olan etkisi Sekil 4. 7. ve 4. 8.'de verilmistir. Kontrol ile
karsilastirildiginda 1 mg/L U(VI) varhiginda B. vallismortis tarafindan a-amilaz
uretiminin ilk 24 saatte ¢cok az etkilendigi bulunmustur. En yiiksek a-amilaz tretimi 48.
saatte 1 mg/L U(VI) varhiginda 38452 U/mg olarak saptanmistir. Kontrol ile
karsilastirildiginda, 2,5 mg/L U(V1) konsantrasyonunda enzim Uretimi 48. saatte %10,7,
72. saatte %25,8 ve 96. saatte %26,1 oranlarinda artis gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
4.7.). Sekil 4. 8.'de goriildiigi gibi, B. mojavensis’in a-amilaz Uretiminin 12. saatte 1
mg/L ve 2,5 mg/L U(VI) varliginda kontrol ile karsilagtirildiginda sirasiyla %66,2 ve
%64,2 oraninda artig gosterdigi belirlenmistir. Caligilan tiim konsantrasyonlarda 36.,

48., ve 72. saatlerde enzim liretiminin kontrole gore daha diisiik oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.8. Farkli U(VI) Konsantrasyonlarinin B. mojavensis’in a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisi
4.5. FT-IR Analizi Ve Ylzey Karakterizasyonu

2837 cm-1"deki pik aromatik halkaya bagli C—H, 2921 cm™*deki pik ise CH>
bag titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1601, 1632 cm™’deki pikler aromatik halka
icerisindeki cifte bag titresimlerin sonucudur. 1076 cm™’deki pik aromatik halkadan
kaynaklanmaktadir. 3642 cm™'de gdzlenen pikin alkoli asit yada H bagh bir O-H
gerilmesi oldugu ve koordinasyonla pik siddetinin belirgin bir sekilde arttig1
gozlenmistir. 1554 cm™’deki pikin C=C gerilmesi, 1250 cm™’deki pikin amin yada

amid yapisma dair C-N gerilmesi, 1066 cm™’de gozlenen pikin ise alkol, ester,

o1



karboksilik asit yada eter yapisindan kaynaklanabilecek bir C-O gerilmesi olabilecegi
distiniilmektedir.

U(VI) adsorpsiyonu sonrasinda piklerde belirgin sekilde siddetlenme
gozlenmekle birlikte 1066 cm™’deki siddetli pikin olusan koordinasyon bagindaki
titresimlerden olustugu diisiiniilmektedir. 3642 cm™'de, 1554 cm™, 1250 cm™ ve 1066
cml’de gozlenen piklerin ise U(VI)min yiizeydeki fonksiyonel yapilarla
koordinasyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. MWCNT iizerine B. vallismortis
immobilizasyonu sonrast MWCNT’ye ait pikler B. vallismortis’a ait piklerden dolay1
spektrumda goziikmemektedir (Sekil 4. 10). Sekil 4. 9a’dan farkli olarak Sekil 4. 11a’da
1065 ve 1228 cm™’de gozlenen piklerin Bacillus mojavensis’in yiizey yapisinda
olabilecek amin ya da amid yapisina dair C-N gerilmesi, 1066 cm™’de gdzlenen pikin
ise alkol, ester, karboksilik asit ya da eter yapisindan kaynaklanabilecek bir C-O
gerilmesi olabilecegi diisiiniilmektedir. 3674 cm™ 'de, 1400 cm™’de gdzlenen piklerin ise
U(VD’nin  yiizeydeki fonksiyonel yapilarla koordinasyonundan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Koordinasyon sonras diger piklerde de yaklasik 10 cm™’lik kaymalar
gerceklesmistir. Sekil 4. 12a’da 2900 cm™’deki duble pikin H bagindan kaynaklanan
OH gerilmesi, 2930 cm™’deki pikin CH alkan yapisindan, 2105 cm™’deki pikin alkin
yapisindan, 1609 cm™’deki pikin C=C alkin yapisindan, 1393 ve 1245 cm™’deki
piklerin C-N amin/amid yapisinda, 1056 cm™’de gozlenen pikin ise alkol, ester,
karboksilik asit ya da eter yapisindan kaynaklanabilecek bir C-O gerilmesi olabilecegi
diistiniilmektedir. Sekil 4. 12a ve b incelendiginde U(VI) koordinasyonu sonrasinda

piklerde yaklasik 10 cm™’lik kaymalar gozlenmistir.
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Sekil 4.9. a. Amberlite XAD-4’¢ tutturulmus B. vallismortis FT-IR spektrumu, b. Amberlite XAD-4’
tutturulmusg B. vallismortis izerine biyosorplanmig U(VI) FT-IR spektrumu
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Sekil 4.10. a. MWCNT ye tutturulmus Bacillus vallismortis FT-IR spektrumu, b. MWCNT’ye
tutturulmus Bacillus vallismortis tizerine biyosorplanmis U(VI) FT-IR spektrumu
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Sekil 4.11. a. Amberlite XAD-4’e tutturulmug Bacillus mojavensis FT-IR spektrumu, b. Amberlite XAD-
4’e tutturulmug Bacillus mojavensis iizerine biyosorplanmis U(VI) FT-IR spektrumu
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Sekil 4.12. a. MWCNT ye tutturulmug Bacillus mojavensis FT-IR spektrumu, b. MWCNT ye tutturulmus
Bacillus mojavensis iizerine biyosorplanmig U(VI) FT-IR spektrumu

U(VI) biyosorplanmis ve biyosorplanmamis Amberlite XAD-4 ve MWCNT ye
ayr ayr1 tutturulmus Bacillus mojavensis ve Bacillus vallismortis’e ait SEM gortntuleri
ile farkli ¢oziintirliiklerde (1, 2, 10, 20, 100 um) kaydedilerek sonuglar karsilagtirmali
olarak Sekil 4. 13 - 4. 16’de verilmistir. Yiizey makroyapisi ile bilgi veren SEM

goriintiilerinden hazirlanan biosorbentin biiyiik 6l¢lide homojen yapida oldugu
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gorilmektedir. U(VI) biyosorpsiyonu sonrast beklenildigi gibi yilizey yapisinda herhangi

bir degisiklik gdzlenmemistir.

Sekil 4.13. a. Amberlite XAD-4’e tutturulmus Bacillus vallismortis SEM goruntlsu, b. Amberlite XAD-
4’ tutturulmug Bacillus vallismortis tizerine biyosorplanmig U(VI) SEM goriintiisii

Sekil 4.14. a. MWCNT’ye tutturulmus Bacillus vallismortis SEM goriintiisii, b. MWCNT’ye tutturulmus
Bacillus vallismortis tizerine biyosorplanmig U(VI) SEM gériintiisii
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Sekil 4.15. a. Amberlite XAD-4’e tutturulmug Bacillus mojavensis SEM gdruntust, b. Amberlite XAD-
4’¢ tutturulmus Bacillus mojavensis tizerine biyosorplanmig U(VI) SEM goriintiisii

Sekil 4.16. a. MWCNT ye tutturulmug Bacillus mojavensis SEM goriintiisii, b. MWCNT ye tutturulmus
Bacillus mojavensis iizerine biyosorplanmig U(VI) SEM goriintiisii

4.6. pH'min U(VD)'min Gerikazanim Uzerine Olan Etkisi

Kat1 faz ekstraksiyon ¢alismalarinda pH analitlerin geri kazanimi i¢in ¢alisilmasi
gereken en Onemli parametrelerden birisidir. Clinki metal iyonlarinin tutunmasi

biyokiitlenin fonksiyonel gruplari ile metal iyonlar1 arasindaki iyonik etkilesime
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dayanir. Bundan dolayr immobilize biyosorbentlerin pH'nin U(VI)'nin biyosorbsiyonu
uzerine olan etkisi belirlemek amaciyla pH 2,0-9,0 araligin da 1 mL/dk akis hizinda test
edildi. Farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1 kullanarak U(VI)'nin gerikazanimi iizerine
pH'nin etkisi Sekil 4. 17 a (B. vallismortist MWCNT), b (B. mojavensis+tMWCNT), ¢
(B. vallismortis+XAD-4) ve d (B. mojavensis+XAD-4)'de gosterilmistir. pH 4,0'dan
daha diisik pH degerlerinde biyosorpsiyon verimlerinde kullanilan 4 farkli kat1 faz
ekstraksiyon kolonlarinda verimin distiigii tespit edilmistir. Optimum pH B.
vallismortistMWCNT, B. mojavensistMWCNT, B. vallismortis+XAD-4 ve B.
mojavensis+XAD-4 gibi farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1 igin sirasiyla 4,0-5,0, 4.0,
4,0-6,0 ve 4,0-5,0 olarak tespit edilmistir (Ozdemir ve Kilinc, 2012).

XAD-4 (izerine immobilize edilmis termofilik Geobacillus thermoleovorans
kullanarak U(VD)'min kat1 faz ekstraksiyonunu ¢alismislardir. Optimum pH'y1 4.0-6.0
olarak belirlemislerdir. Hafif asidik (4,0-6,0) pH degerlerinde analitlerin
biyosorpsiyonu i¢in daha uygun oldugu goriilmektedir (Aslan ve ark., 2007).

Elde ettigimiz sonuglar bu sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Distk asidik
(4.0<) pH'larda, biyosorbent ylzeyinde bulunan metal ilgisine sahip baglanma bolgeleri
icin H" iyonlar1 ile metal iyonlar1 arasindaki yarigmadan dolay1 metal
biyosorpsiyonunun azalmasina neden olmaktadir (Green-Ruiz ve ark., 2008)

Yuksek ¢Ozelti pH’sinda, metal iyonlart ortamda artan OH™ gruplarina baglanarak
cokelmeye neden olur ve boylece biyosorpsiyon veriminde islemleri zorlagtirabilir
(Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

pH degerler1 7,0’dan yliksek oldugunda biyosorpsiyon veriminde azalmanin
oldugu saptanmistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda pH 4,0 U(VI)nin kati faz

ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir.
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Farkli kati faz ekstraksiyon kolonlar1 kullanarak U(VI)'nin gerikazanimi iizerine pH'nin etkisi

vallismortistMWCNT, b) B. mojavensistMWCNT, c) B. vallismortis+XAD-4 ve d) B.
mojavensis+XAD-4
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4.7. Akis Hizinmn U(VI)'nin Gerikazanim Uzerine Olan Etkisi

Akis hizi bakteri ylizeyine metal iyonlarinin baglamasini ve biyosorpsiyon
verimini de etkiler (Ghaedi ve ark. 2007, Suharso ve ark., 2010).

Amberlite XAD-4 ve MWCNT iizerine tutturulmus farkli biyosorbentlerin
U(VD)'min gerikazanimi iizerine farkli akis hizlarinin etkisini tespit etmek i¢in optimum
pH'ya ayarlanmis U(VI) ¢ozeltileri Amberlite XAD-4 ve MWCNT Uzerine termofilik
bakteri tutturulmus kolonlardan 1-6 mL/dak arasindaki akis hizlarinda geg¢irildi. Deney
siiresinin fazla uzamamasi i¢in ¢ozelti akis hizi 1 mL/dak'dan daha diisiik akis
hizlarinda ¢alisilmadi.

Sekil 4. 18 a (B. vallismortis+tMWCNT), b (B. mojavensis+tMWCNT), c¢ (B.
vallismortis+XAD-4) ve d (B. mojavensis+XAD-4)'de farkli kati faz ekstraksiyon
kolonlar1 kullanarak U(VI)'nin gerikazanimi tizerine akis hizinin etkisi verilmistir. Akis
hizi 2 mL/dak'dan daha yiiksek oldugunda U(VI) gerikazanim veriminin diistiigii
gorilmektedir. Akis hizi 2 ml/dak'dan 3 mL/dak akis hizina yiikseldiginde B.
vallismortistMWCNT, B. mojavensistMWCNT, B. vallismortis+XAD-4 ve B.
mojavensis+XAD-4 kati1 faz ekstraksiyon kolonlar1 igin U(VI) gerikazanim yiizdesi
strastyla 9%98,6’dan %90,4’e, %99,2°’den %94,3e, %98,6’dan %90,4’e ve %98,8’den
93,1’e diistiigli saptanmustir.

Optimum akis hiz1 tim kati1 faz ekstraksiyon kolonlari i¢in 2mL/dak olarak
bulunmustur. Akis hizimin artmasiyla U(VI) ile biyosorbentlerin yiizeyinde bulunan
metal baglayici fonksiyonel gruplar arasinda yeterli baglanma zamani olusamadigindan
verimde diistisler meydana gelmektedir (Anthemidis ve ark., 2001). Benzer sonuclar
Ozdemir ve ark. (2016) tarafindan rapor edilmistir. Bundan sonraki ¢aligsmalarda 2

mL/dak'lik akis hiz1 kullanilmastir.
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Sekil 4.18. Farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1 kullanarak U(VI)'nin gerikazanim {izerine akis hizinin
etkisi a) B. vallismortistMWCNT, b) B. mojavensistMWCNT, c) B. vallismortis+XAD-4 ve d) B.
mojavensis+XAD-4

4.8. Biyosorbent Miktarmim U(VI)'min Gerikazamim Uzerine Olan Etkisi

Farkli biyosorbent miktarlar1 kullanarak olusturulan kati faz ekstraksiyon
kolonlarmm U(VI)'nin gerikazanim1  (zerine olan etkisi Sekil 4.19. a (B.
vallismortist MWCNT), b (B. mojavensis+tMWCNT), ¢ (B. vallismortis+XAD-4) ve d
(B. mojavensis+XAD-4) verilmistir. Biyosorbent miktari 50 ile 300 mg arasinda
degismektedir. Elde edilen verilere gore, U(VI) gerikazanim verimi biyosorbent

miktarinin artisina baglh olarak belli bir miktara kadar arttig1 tespit edilmistir. Benzer
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sonuclar Kiling ve ark., (2013a) ve Kiling ve ark., (2013b) tarafindan belirtilmistir.
Biyosorbent miktarinin artigina bagl olarak biyosorbe olan metal miktar: da artar. Bunun
nedeni artan biyosorent miktarina bagh olarak metal baglanma bolge sayilarinin artmasidir.
(Burnett ve ark., 2006; Han ve ark. 2006).

Biyosorbent miktar1 50 mg'dan 150 mg’a kadar arttiinda U(VI) gerikazanim
verimi, B. vallismortistMWCNT, B. mojavensistMWCNT, B. vallismortis+XAD-4 ve
B. mojavensis+XAD-4 i¢in verimin %100 oldugu saptanmistir. Bu nedenle U(VI) i¢in

kantitatif gerikazanim oldugu ve 150 mg'lik biyosorbent miktar1 en uygun deger olarak

belirlenmistir.
a b

120 - 120 -

100 - 100 -

£ 80 £ 80 -
£ £

8 60 - § 60 -
1] [}
= =

& 40 - & 40 -

20 A 20 A

0 - 0 -

50 100 150 200 250 300 100 150 200 250 300
B. vallismortis miktari (mg) B. mojavensis miktari {mg)
c d

120 - 120 -

100 - 100 -

£ 80 - £ 80 -
E £

§ 60 - § 60 -
m [}
= =

& 40 - & 40 -

20 A 20 A

0 - 0 -

100 150 200 250 300 100 150 200 250 300
B. vallismortis miktari (mg) B. mojavensis miktar {mg)

Sekil 4.19. Farkli biyosorbent miktarlar1 kullanarak olusturulan kati1 faz ekstraksiyon kolonlarimin
U(VD'nin gerikazanimi iizerine olan etkisi a) B. vallismortist MWCNT, b) B. mojavensistMWCNT, c) B.
vallismortis+XAD-4 ve d) B. mojavensis+XAD-4
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4.9. Destek matriks miktarmin U(VI)'nin Gerikazanim Uzerine Olan Etkisi

Kat1 faz ekstraksiyon caligmalarinda metal iyonlarinin kantitatif gerikazanimi
icin destek matriks miktar1 ¢ok Onemli bir parametredir (Bezerra ve ark., 2007).
U(VD)'nin gerikazaniminda en uygun destek matriksini belirlemek i¢cin XAD-4 500-
1000 mg ve MWCNT 50-300 mg aralarinda calisildi. Farkli destek matriks miktarlar
kullanarak olusturulan kati faz ekstraksiyon kolonlarmin U(VI)'nin gerikazanimi
Uzerine olan etkisi Sekil 4. 20. a, b, ¢ ve d'de verilmistir. Deneysel sonuglar gosterdi ki
U(VD'nin gerikazanimi XAD-4 ve MWCNT miktar1 sirastyla 800 ve 150 mg'a kadar
artis gostermistir. Artan XAD-4 ve MWCNT miktarlarina ragmen U(VI)'nin kantitatif
gerikazaniminda bir degisme meydana gelmemistir. Bundan dolay1 sonraki ¢alismalarda

sirastyla 800 ve 150 mg XAD-4 ve MWCNT destek matriksi olarak kullanilmigtir.
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Sekil 4.20. Farkli destek matriks miktarlari kullanarak olusturulan kati faz ekstraksiyon kolonlarmin
U(VD)'nin gerikazanimi iizerine olan etkisi a) B. vallismortist MWCNT, b) B. mojavensis+MWCNT, c) B.
vallismortis+XAD-4 ve d) B. mojavensis+XAD-4

4.10. Eliient Cinsi, Derisimi ve Hacminin U(VI)'nin Gerikazanimi Uzerine Olan
Etkisi

Kat1 faz ekstraksiyon caligmalarinda metal iyonlarinin biyosorbent yiizeyinden geri
alinmasinda kullanilan eluentin tiirli, hacmi ve konsantrasyonu bir diger Onemli
faktordiir. Clinkii geri alma verimini ve biyosorbentin ylizeyindeki metal baglanma
ilgisine sahip fonksiyonel gruplarin yapisini etkileyebilir. Bundan dolay1 eluent
konsantrasyonunun ve hacminin diisiik olmasi olduk¢a &nemlidir (Ozdemir ve ark.,
2013). Bu ¢alismada HCI ve HNOs eliient olarak kullanilmistir. Kolonuna yerlestirilen 4

farkli immobilize biyosorbente baglanan U(VI)'u geri almak i¢in farkli hacimlerde ve
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konsantrasyonlarda HCI ve HNO3'in etkileri incelenmistir. Sonuglar Tablo 4. 3., 4. 4., 4.

5. ve 4. 6.'de verilmistir. Bu sonuglara gore calisilan tiim kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1

icin 5 mL 1M HCI ¢ozeltisinin en uygun oldugu saptanmaistir.

Tablo 4.3. MWCNT Uzerine tutturulus B. vallismortis kullanarak U(VI) gerikazanimu {izerine Eluent tipi,

hacmi ve konsantrasyonunun etkisi

Eluent Hacim Konsantrasyon Gerikazanim
Tipi (mL) mol/L
MWCNT+B.
vallismortis
HCI 3 0,5 88,2+0,6
5 0,5 93,8+0,7
3 1 93,6+1,4
5 1 100+0,5
HNOs3 3 0,5 85,2+1,1
5 0,5 91,9+0,8
3 1 92,6+1,3
5 1 95,6+0,9

Tablo 4.4. MWCNT Uzerine tutturulus B. mojavensis kullanarak U(VI) gerikazanimi iizerine Eluent tipi,

hacmi ve konsantrasyonunun etkisi

Eluent Tipi Hacim (mL) Konsantrasyon mol/L

Gerikazanim

HCI 0,5
0,5
1
1
0,5
0,5
1

1

HNO3

g1 W o1 W U1 W o1 W

MWCNT+B. mojavensis

88,9+1,1
94,2+0,8
93,9+1,2
100+0,9
85,9+0,6
92,8+0,7
93,2+0,9
96,1+1,3
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Tablo 4.5. XAD-4 Uzerine tutturulus B. vallismortis kullanarak U(VI) gerikazanimu iizerine Eluent tipi,

hacmi ve konsantrasyonunun etkisi

Eluent Tipi Hacim (mL) Konsantrasyon mol/L

Gerikazanim

HCI 0,5
0,5
1
1
0,5
0,5
1

1

HNO3

o1 W o1 W o1 W o1 W

XAD-4+B. vallismortis

90,5+0,9
95,6+1,2
94,7+0,8
99,9+1,2
85,9+0,9
92,8+0,7
93,7+1,3
96,2+0,8

Tablo 4.6. XAD-4 Uzerine tutturulug B. mojavensis kullanarak U(VI) gerikazanim iizerine Eluent tipi,

hacmi ve konsantrasyonunun etkisi

Eluent Tipi Hacim (mL) Konsantrasyon mol/L

Gerikazanim

HCI 0,5
0,5
1
1
0,5

0,5
1

1

HNO3

o1 WOl W o1 W U1 W

MWCNT+B. mojavensis

91,2+0,9
96,8+0,8
95,9+1,1
100,1+0,9
86,4+0,5

94,3+0,7
94,1+0,6

96,9+0,4

4.11. Ornek Hacminin U(VI)'min Gerikazanmimi Uzerine Olan Etkisi

Nehir suyu, icme suyu ve cevher 6rnekleri gibi gercek numuneler eser miktarda

metal iyonlar1 icerirler. Bundan dolayr bu eser miktarlar1 belirleyebilmek i¢in

uygulanabilecek érnek hacmini bilmek biiyiik énem arz etmektedir (Ozdemir ve Kiling,

2012).

Yiiksek Onderistirme faktorii elde etmek icin U(VI ekstraksiyonu iizerine 6rnek

hacminin etkisi 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1,0, 1,2, 1,6 ve 2 pg/mL U(VI) i¢eren 25, 50, 100, 200,
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250, 300, 400 ve 500 mL hacimdeki c¢Ozeltiler en uygun kati faz ekstraksiyon
kosullarinda 4 farkli kolondan gegcirilmistir. Farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonlari
kullanarak U(VI)'nin gerikazanimi tizerine 6rnek hacminin etkisi Sekil 4. 21. a, b, ¢ ve
d'de sunulmustur. 400 mL Ornek ¢ozeltisine kadar U(VI) yuksek oranda geri
kazanilabilecegi bulunmustur. Daha fazla 6rnek hacimlerinde U(VI) geri kazaniminin
diismektedir. En uygun eliisyon hacmi 5 mL olarak belirlendiginden U(VI)'nin

Onderistirme faktorleri 80 olarak tespit edilmistir.

a b
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Sekil 4. 21. Farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonlart kullanarak U(VI)'nin gerikazanimi iizerine 6rnek

hacminin etkisi a) B. vallismortistMWCNT, b) B. mojavensistMWCNT, ¢) B. vallismortis+XAD-4 ve d)
B. mojavensis+XAD-4
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4.12. Yabana Iyonlarmn U(VI)'nin Gerikazanim Uzerine Olan Etkisi

Gelistirilen yontemlerin segiciligini belirlemek amaciyla, ¢ozelti ortamindaki
U(VI)'larina yabanci iyonlarin etkisi arastirilmistir. Dogal numunelerde sadece test
edilen metal iyonlar1 bulunmamaktadir. Bunlara ilaveten yabanci iyonlarda
bulunmaktadir. Ozellikle su numunelerinde bulunan ve matriks etkisi yapan bu iyonlar
gerikazanim verimine etki etmektedir. U(VI) ¢ozeltisine farkli konsantrasyonlardaki
diger iyonlar (Na*, K*, Ca™, Mg', Fe*, Cd*?, Co'™, Cu'?, Ni*?, Zn*?2 ve Al'®)
eklendikten sonra kati faz ekstraksiyon yontemi uygulandi. Test edilen tiim yabanci
iyonlart igin belirtilen derisimlerde kantitatif gerikazanim degerleri elde edilmistir
(Tablo4.7.,4.8.,4.9., ve 4.10.).

Tablo 4.7. MWCNT Uzerine tutturulus B. vallismortis'in Yabanci iyonlarin U(VI) Gerikazanimi iizerine
etkisi

Gerikazanim? (%)
Yabanci iyonlar  Yabanci iyon/U(VI) oram MWCNT+ B. vallismortis

Na* 5,000 97,4+0,7
K* 5,000 97,6+0,4
Ca*? 200 99,8+0,8
Mg+ 100 98,1+0,9
Fet? 100 95,7+0,6
Al*3 25 96,4+1,3
Cd*? 5 97,911
Co*? 5 98,1+0,8
Cu*? 5 97,8+0,9
Ni*2 5 98,3+0,7
Zn*? 5 98,2+1,2

aUJ(VI) konsantrasyonu 100 pg L™

Tablo 4. 8. MWCNT Uzerine tutturulus B. mojavensis'in Yabanci iyonlarin U(VI) Gerikazanimi iizerine
etkisi

Gerikazanim? (%)
Yabanci Iyonlar ~ Yabanci iyon/U(VI) oram MWCNT+ B. mojavensis

Na* 5,000 97,9+0,5
K* 5,000 98,1#0,7
Ca*2 200 99,4+1,3
Mg*2 100 98,2+0,8
Fe*2 100 96,4+0,5
Al 25 97,2412
Cd*? 5 98,6+1,3
Co* 5 98,3+0,7
Cu*? 5 97,8+0,6
N2 5 98,8+0,9
Zn*2 5 98,4+1,1

aU(VI) konsantrasyonu 100 pg L*
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Tablo 4. 9. XAD-4 Uzerine tutturulus B. vallismortis'in Yabanc1 iyonlarin U(VI) Gerikazanimi iizerine
etkisi

Gerikazamim?® (%)
Yabanci iyonlar ~ Yabanci iyon/U(VI) oram XAD-4+ B. vallismortis

Na* 5,000 97,8+0,9
K* 5,000 98,4+0,5
Ca*? 200 100,1+1,2
Mg*? 100 98,5+0,8
Fe*? 100 96,9+1,4
Al*3 25 97,6%1,2
Cd*? 5 98,6+0,7
Co*? 5 98,3+0,6
Cu*? 5 98,5+1,2
Ni*2 5 99,1+1,5
Zn*? 5 98,7+1,1

aU(VI) konsantrasyonu 100 pg L*

Tablo 4. 10. XAD-4 Uzerine tutturulus B. mojavensis'in Yabanci iyonlarin U(VI) Gerikazanimu iizerine
etkisi

Gerikazanim? (%)
Yabanci iyonlar ~ Yabanci iyon/U(VI) oram  XAD-4+B. movajensis

Na* 5,000 98,3+0,8
K* 5,000 98,6+0,7
Ca*? 200 100,2+0,9
Mg*? 100 98,9+0,6
Fe*? 100 97,9+1,3
Al*3 25 98,8+0,5
Cd*? 5 99,1+0,9
Co*? 5 99,2+1,1
Cu*? 5 98,9+1,3
Ni*2 5 99,715
Zn*? 5 98,9+0,6

aUJ(VI) konsantrasyonu 100 pg L

4.13. Kolon Tekrar Kullaniminin U(VI)'min Gerikazanim Uzerine Olan Etkisi

Kati faz ekstraksiyon c¢alismalarinda immobilize biyosorbentin  tekrar
kullanilabilirligi islem maliyeti, biyoteknolojik ve analitik acidan en Onemli
faktorlerdendir. Bundan dolayr kullan kullanimin tekrar kullanilabilirligi kat1 faz
ekstraksiyon calismalarinda test edilmelidir (Ozdemir ve ark., 2017).

Bunun i¢in U(VI) c¢ozeltisi belirlenen optimum sartlarda 4 farkli kati faz
ekstraksiyon kolonlarindan 30'ar defa gegirildi. Farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonlari

kullanarak U(VI)'nin gerikazanimi iizerine kolon kullaniminin etkisi Sekil 4. 12. a, b, ¢
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ve d'de verilmistir. Bu sonuglara gore ¢alisilan tiim kolonlarin 30 defa kullanildiginda

U(VID)'nin kantitatif gerikazanim veriminin %95'den daha yiiksek oldugu saptanmaistir.

Gerikazanim {%)

Gerikazanim (%)

Gerikazanim {%)
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92
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12 3456 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930

Kolon Kullamm Sayisi
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Sekil 4.22. Farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1 kullanarak U(VI)'nin gerikazanimi iizerine kolon
kullaniminin etkisi a) B. vallismortist MWCNT, b) B. mojavensist MWCNT, c) B. vallismortis+XAD-4
ve d) B. mojavensis+XAD-4

4.14. Biyosorpsiyon Kapasitesi

Immobilize olmus biyosorbentlerin biyosorpsiyon kapasitesi belirlemek metal
iyonlarmi kantitatif olarak gerikazanmak igin énemli bir parametredir (Ozdemir ve ark.,
2010). Bunun i¢in optimum kosullarda 20 mg immobilize biyosorbentler 100 mL10
mg/L U(VI) ¢ozeltisi ile 120 rpm'de 120 dakika karistirilmistir. Daha sonra suspansiyon
7000 rpm'de 10 dakika santrifiij yapilarak siipernatantda geri kalan U(VI) miktar
belirlenerek biyosorpsiyon kapasiteleri tespit edilmistir. Biyosorpsiyon kapasiteleri B.
vallismortist MWCNT icin 23,6 mg/mg; B. mojavensistMWCNT icin 25,8 mg/g; B.
vallismortis+XAD-4 i¢in 24,9 mg/g; ve B. mojavensis+XAD-4 igin 26,3 mg/g olarak
bulunmustur.

4.15. U(VI) Zenginlestirilmesi Ve Gelistirilen Kati Faz Ekstraksiyon Metodlarinin
Analitiksel Ozellikleri

Bu c¢alismada 4 farkli kati faz ekstraksiyon kolonu kullanarak U(VI)
zenginlestirlmesi ¢alisilmistir. Ornek hacmi hacmi 400 mL ve son elusyon hacmi de 5
mL oldugu i¢in tiim test edilen kati faz ekstraksiyon kolonlari i¢in zenginlestirme
faktoriic 80 olarak bulunmustur. Tablo 4. 11, 4.12, 4. 13, ve 4. 14'de B.
vallismortistMWCNT, B. mojavensistMWCNT, B. vallismortis+XAD-4 ve B.
mojavensis+XAD-4 tutturulmus kati faz ekstraksiyon kolonlar1 i¢in LOD degerleri
sirasiyla 0,26, 0,29, 0,27 ve 0,20 ng mL™? olarak belirlenmisken, LOQ degerleri sirasiyla
0,86, 0,99, 0,91 ve 0,66 olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.11. MWCNT {izerine tutturulmus B. vallismortis kullanarak U(VI) zenginlestirilmesi ve
gelistirilen kati faz ekstraksiyonu metodunun analitiksel 6zellikleri

Parametre
Lineer aralik, ng mL™? 1,25-18,75
R? 0,9949
LOD, ng mL* 0,26
LOQ, ng mL* 0,86
Zenginlestirme faktori 80

Tablo 4.12. MWCNT {izerine tutturulmus B. mojavensis kullanarak U(VI) zenginlestirilmesi ve
gelistirilen kati faz ekstraksiyonu metodunun analitiksel 6zellikleri

Parametre
Lineer aralik, ng mL? 1,25-18,75
R? 0,9932
LOD, ng mL* 0,29
LOQ, ng mL™? 0,99
Zenginlestirme faktori 80

Tablo 4.13. XAD-4 iizerine tutturulmus B. vallismortis kullanarak U(VI) zenginlestirilmesi ve gelistirilen
kat1 faz ekstraksiyonu metodunun analitiksel 6zellikleri

Parametre
Lineer aralik, ng mL? 1,25-18,75
R? 0,9905
LOD, ng mL* 0,27
LOQ, ng mL™? 0,91
Zenginlestirme faktori 80

Tablo 4.14. 14 XAD-4 {izerine tutturulmus B. mojavensis kullanarak U(VI) zenginlestirilmesi ve
gelistirilen kat1 faz ekstraksiyonu metodunun analitiksel 6zellikleri

Parametre

Lineer aralik, ng mL? 1,25-18,75
R? 0,9944
LOD, ng mL* 0,20
LOQ, ng mL™? 0,66
Zenginlestirme faktori 80

4.16. Sertifikali Referans Madde Ve Dogal Orneklerde Gelistirilen Metotlarla
U(VI) Tayini

Tablo 4. 15., 4.16., 4. 17 ve 4. 18de B. vallismortistMWCNT, B.
mojavensistMWCNT, B. vallismortis+XAD-4 ve B. mojavensis+XAD-4 tutturulmus 4
farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1 kullanilarak gelistirilen yeni yontemlerin
dogrulugu Su (NWTM-15), Deniz suyu (CASS-4) ve Sertifikali ¢ay 6rnegi (NCSZC
73014) gibi farkl 3 sertifikali referans materyeller kullanarak test edilmistir. Gelistirilen

4 farkli yeni kati faz ekstraksiyon yontemin dogrulugu %99'un iizerinde g¢ikmustir.
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Bunlara ilaveten dogal numunelerdeki uranyum miktar1 6nderistirme yapilarak tespit
edilmistir. Bunun i¢in Siirt, Mardin, Van, Diyarbakir ve Batman ¢esme suyu, 2 farkli
enerji icecedi, 2 farkli soda ve Van Gol'li su 6rnekleri kullanilmistir. Siirt, Mardin, Van,
Diyarbakir ve Batman ¢esme suyu, 2 farkli enerji igecegi ve 2 farkli soda 6rneklerinde
U(VI) belirlenememistir. Van musluk suyu érnegine 20,0 ng mL™* U(VI) eklendiginde 4
farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonunda %99'un iizerindeki dogruluk oraninda U(VI)'nin
seviyesi belirlenmistir. Van g6l su Ornegi  B. vallismortistMWCNT, B.
mojavensistMWCNT, B. vallismortis+XAD-4 ve B. mojavensis+XAD-4 tutturulmus 4
farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonundan gegirildikten sonra ise her 4 kolonda U(VI)
miktar1 sirasiyla 75,5#5,1, 75,0+3,1, 74,6+5,0 ve 74,9+ 4,1 ng mL? olarak tespit
edilmistir. Bunlara ilaveten, Van Gol'ii su &rneklerine 20,0 ve 50,0 ng mL™* U(VI)

eklenerek 4 farkli kolondan gecirildikten sonra U(VI) konsantrasyonu tespit edilmistir.

Tablo 4.15. MWCNT (zerine tutturulmus B. vallismortis kullanarak sertifikali referans madde ve dogal
orneklerde gelistirilen metotla U(VI) tayini

Ornek Sertifika degeri ~ Bulunan deger
ng mL*! ng mL*!
Su (NWTM-15) 14,5 14,5+1,1
Deniz suyu (CASS-4) 3,0 3,0+0,1
Sertifikal ¢ay drnegi (NCSZC 73014)! 10+2 10+1,1
Musluk suyu (Siirt) - <LOD
Musluk suyu (Mardin) - <LOD
Musluk suyu (Van) - <LOD
Musluk suyu (Van)? - 19,8+2,3
Musluk suyu (Diyarbakir) - <LOD
Musluk suyu (Batman) - <LOD
Enerji igecegi-1 - <LOD
Enerji igecegi-2 - <LOD
Soda-1 - <LOD
Soda-2 - <LOD
Van Golu suyu - 75,5£5,1
Van Goli suyu? - 95,0+4,3
Van Golii suyu® - 125,3+4,3

1ng g-l
220,0 ng mLt U(VI) ilave edildi
350,0 ng mL U(VI) ilave edildi
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Tablo 4.16. MWCNT uzerine tutturulmus B. mojavensis kullanarak Sertifikali referans madde ve dogal
orneklerde gelistirilen metotla U(VI) tayini

Ornek Sertifika degeri ~ Bulunan deger
ng mL™? ng mL™?
Su (NWTM-15) 14,5 14,3+0,9
Deniz suyu (CASS-4) 3,0 3,0£0,3
Sertifikal1 cay 6rnegi (NCSZC 73014) ! 10+2 10+0,4
Musluk suyu (Siirt) - <LOD
Musluk suyu (Mardin) - <LOD
Musluk suyu (Van) - <LOD
Musluk suyu (Van)? - 19,5+1,7
Musluk suyu (Diyarbakir) - <LOD
Musluk suyu (Batman) - <LOD
Enerji igecegi-1 - <LOD
Enerji icecegi-2 - <LOD
Soda-1 - <LOD
Soda-2 - <LOD
Van Goli suyu - 75,0£3,1
Van Goli suyu? - 94,6+5,4
Van Golii suyu® - 123,3+9,9

1ng g-l
220.0 ng mL? U(VI) ilave edildi
$50.0 ng mL* U(VI) ilave edildi

Tablo 4.17. XAD-4 (izerine tutturulmus B. vallismortis kullanarak sertifikali referans madde ve dogal
orneklerde gelistirilen metotla U(VI) tayini

Ornek Sertifika degeri ~ Bulunan deger
ng mL*! ng mL*!
Su (NWTM-15) 14,5 141+1.1
Deniz suyu (CASS-4) 3,0 2,9+0,2
Sertifikali ¢ay 6rnegi (NCSZC 73014) ! 10+2 10+1
Musluk suyu (Siirt) - <LOD
Musluk suyu (Mardin) - <LOD
Musluk suyu (Van) - <LOD
Musluk suyu (Van)? - 19,8+1,1
Musluk suyu (Diyarbakir) - <LOD
Musluk suyu (Batman) - <LOD
Enerji icecegi-1 - <LOD
Enerji icecegi-2 - <LOD
Soda-1 - <LOD
Soda-2 - <LOD
Van Golu suyu - 74,615,0
Van Goli suyu? - 95,6+3,9
Van Golii suyu® - 126,4+11,1

1ng g—l
220,0 ng mL? U(VI) ilave edildi
350,0 ng mLL U(VI) ilave edildi
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Tablo 4.18. XAD-4 (zerine tutturulmug B. mojavensis kullanarak sertifikali referans madde ve dogal
orneklerde gelistirilen metotla U(VI) tayini

Ornek Sertifika degeri Bulunan deger
ng mL! ng mL!
Su (NWTM-15) 14,5 14,5+0,6
Deniz suyu (CASS-4) 3,0 3,1+0.21
Sertifikali ¢ay 6rnegi (NCSZC 73014) ! 1042 1040,7
Musluk suyu (Siirt) - <LOD
Musluk suyu (Mardin) - <LOD
Musluk suyu (Van) - <LOD
Musluk suyu (Van)? - 20,1+0,9
Musluk suyu (Diyarbakir) - <LOD
Musluk suyu (Batman) - <LOD
Enerji igecegi-1 - <LOD
Enerji icecegi-2 - <LOD
Soda-1 - <LOD
Soda-2 - <LOD
Van Goli suyu - 74,2+ 4,1
Van Géli suyu? - 93,5+6,6
Van Golii suyu® - 122,2+10,1

1ng g-l
220,0 ng mL? U(VI) ilave edildi
350,0 ng mL* U(VI) ilave edildi.



5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Sanayilesme ile birlikte atik sulardaki konsantrasyonlar1 gittik¢e artan agir metallerin
ve radyoniiklitlerin, ¢evreye dolayisiyla yasayan organizmalara negatif etkilerinin
ortadan kaldirilmasi i¢in, bu metal veya radyoniiklitlerin bulagmis oldugu sularin
aritima tabi tutulmalar gerekmektedir. Toksik madde miktar1 fazla olan atik sularin
farkl1 kimyasal ve fiziksel yontemlerle aritimi miimkiindiir. Fakat bu sekildeki bir
aritim, kiiciik ve metal igerigi ¢ok fazla konsantrasyonlarda olmayan endustriyel
isletmeler icin maliyetli olmaktadir. Biyolojik aritma metodlart maliyet ve igletme
acisindan ekonomik olmasi nedeniyle endiistriyel ve evsel atik sularin aritilmasinda
yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Agir metaller ve radyoniiklitler endiistriyel atik
sularda yaygin olarak bulunmaktadir. Metal iceren belediye ve endiistriyel atik sularinin
desarj1 ile ¢evreye ve halk sagligina olumsuz etkilerinden dolay1 bu toksit bilesiklerin

aritimi ile ilgili caligmalar biiyiik bir 6nem kazanmustir.

Bu calismada Dr. Sadin OZDEMIR tarafindan izole edilen ve tanmimlanan
termofilik karakterdeki bakterilerden Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis'in
U(VI) direngliligi ve biyoakiimiilasyonu incelenmistir. Bunlara ilaveten bu termofilik
bakteriler XAD-4 ve cok duvarli karbon nanotiip miktari (MWCNT) Uzerine
immobilize edilerek U(VI)'min kati faz ekstraksiyonu ile bu bakterilerin ¢evre
biyoteknolojisi agisindan kullanilabilirligi ¢alisilmistir.  Uranyumum  belirlenmesi
Arsenazo-I11 kullanarak UV-spektrofotometrede belirlenmistir.

Uranyum direnglilik ¢aligmasinda, B. vallismortis ve B. mojavensis igin
U(VD)'nin kati besiyerindeki MIC sonuglar sirasiyla; 82,5 mg/L ve 85 mg/L olarak
saptanmistir. Ayni zaman sivi besiyerlerinde de B. vallismortis ve B. mojavensis igin
U(VI) MIC degerleri sirastyla 15 mg/L ve 12,5 mg/L olarak bulunmustur. Uranyum
direnglilik ¢alismasinda her iki bakterinin kati1 besiyerinde ve sivi besiyerinde iireme
tizerine etkisi sonucunda elde edilen MIC degerleri ile kiyaslayacak olursak bu
termofilik bakterilerin kati besiyerinde sivi besiyerine gore yaklasik 7 kat daha direngli
olduklar1 saptanmistir. Farkli U(VI) konsantrasyonlarmm B. vallismortis ve B.
mojavensis'in Uremesi iizerine etkisi incelendiginde ise B. mojavensis'in B. vallismortis'e
gore daha duyarl oldugu saptanmistir. Artan U(VI) konsantrasyonuna bagli olarak her

iki bakterinin log fazinin uzadigi saptanmistir. Bilindigi gibi bakterilerin gelisim
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evrelerinde toksik bilesiklere en duyarli olduklar1 evre log fazidir. Elde ettigimiz sonug
bu veri ile uyum gostermektedir.

Yapilan biyoakiimiilasyon c¢aligmalar1 sonucunda kullanilan mikroorganizmanin
tiirli ve icerdigi temel bilesenlerin metal biyoakiimiilasyon mekanizmasini ag¢isindan
biiylik onem gosterdigi belirtilmektedir. Hiicrelerle yapilan metal biyoakiimulasyon
calismalarinda, hiicre duvarlarinda biyosorpsiyon hiicre zarindan karsilikli taginim,
hiicre dis1 kapsiillerle baglanma, kompleks olusumu, c¢okelme ve yiikseltgenme-
indirgenme mekanizmalarinin da igerisinde bulundugu bir dizi mekanizmayla reaksiyon
verirler (Dénmez ve Aksu, 2001). Yani metal biyoakiimiilasyon mekanizmalarinda
coklu kompleks reaksiyonlar dizininin rol oynadigini belirtebiliriz.

Bu ¢alismada, B. vallismortis ve B. mojavensis icin en yiksek biyoakiimulasyon
kapasiteleri sirasiyla 50 mg U(VI)/g kuru bakteri ve 48,21 mg U(VI)/g kuru bakteri
olarak saptanmistir. Ayrica, U(VI)'nin test edilen bakteriler tarafindan biyoakiimiilasyon
kapasitelerinin gelisim dongiisiinlin degisik fazlarinda degiskenlik gosterdigini tespit
edilmistir. Bu bakteriler tarafindan U(VI) biyoakiimiilasyon kapasitelerinin
degiskenligini aktif bir mekanizma, direnclilik, biyosorpsiyon ve metal efluks
sistemlerinin birlikte rol oynadigimi disiinebiliriz (Ozdemir ve ark., 2012). Bu
termofilik bakterilerin U(VI) yiizde uzaklastirma oranlarinin ve biyoakiimiilasyon
kapasitelerinin oldukca yiiksek olmasi ¢evre biyoteknolojisi agisindan biiyiik bir 6nem
arz ettigini diistinmekteyiz.

Bu ¢alismada ayrica, kurutulmus 6li B. vallismortis ve B. mojavensis XAD-4 ve
MWCNT {Uzerine tutturularak bu dort farkli kati faz ekstraktorii kullanilarak U(VI)'un
Onderistirilmesi ¢alisilmistir. Biyosorpsiyondan énce ve sonra FT-IR ve SEM analizleri
yapilmustir. Ayrica pH, akis hizi, biyosorbent ve XAD-4 ve ¢ok duvarli karbon nanotiip
miktari, eliient hacmi, konsantrasyonu ve tiirii, yabanci iyonlari, 6rnek hacmi ve kolon
kullanimi gibi farkli parametrelerin etkisi test edilmistir. Yontemin dogrulugu sertifikali
referans materyeller kullanarak gelistirilen yontemin dogrulugu belirlenmistir. Bunlara
ilaveten dogal numunelerdeki uranyum miktar1 6nderistirme yapilarak tespit edilmistir.

pH kat1 faz ¢alismalarinda hem biyosorbentin yilizeyinde bulunan fonksiyonel
gruplar {izerine hem de soliisyonun kimyasi acisindan énem arz ettigi bilinmektedir. Bu
nedenle optimum pH kat1 faz ekstraksyon ¢alismalarinda test edilmelidir. Bu ¢alismada,
optimum pH B. vallismortis+tMWCNT, B. mojavensis+tMWCNT, B. vallismortis+XAD-
4 ve B. mojavensistXAD-4 i¢in sirasiyla 4,0-5,0, 4,0, 4.0-6,0 ve 4,0-5,0 olarak

belirlenmistir. Maksimum akis hizinin 4 farkli kati1 faz kolonlar1 i¢in 2 mL/dk tespit
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edilmistir. Akis hiz1 arttik¢a bir noktadan sonra kolonda biyosorbe veriminin diismesi
uranyum-biyosorbent etkilesim siiresinin  azalmasindan dolayr kaynaklandig
dustiniilmektedir. Uranyum gerikazanimi igin biyosorbent miktarlarininda etkileri
calisilmis ve her iki bakteri i¢in optimum biyosorbent miktarinin 150 mg oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda destek matriksinin etkileri ¢alisilmis ve her iki bakteri i¢in
optimum XAD-4 miktarmin 800 mg ve MWCNT igin ise 150 mg oldugu bulunmustur.
Kolonda biyosorbe olmus U(VI)’nin desorbe edilmesi ve Onderistirilmesi igin farkli
konsantrasonlar da ve hacimlerde HNO3z ve HCI kullanilmis, en iyi eluasyon isleminin 5
mL 1,0 mol/L HCI ile yapildig1 belirlenmistir. Ornek hacmi de kati faz ekstraksiyon
calismalarinda yiiksek Onderistime faktorii elde etmek icin olduk¢a Onemli
parametrelerdendir. Bu ¢alismada 6rnek ¢ozelti hacminin 400 mL'ye kadar artmasiyla
U(VD)’nin biyosorbsiyon verimlerinde degisme olmadigi, bu noktadan sonra ise
biyosorbsiyon verimlerinde azalma oldugu bulunmustur. Bu azalmayi, yiiksek 6rnek
hacimlerinde metal konsantrasyonu oldukca dustk oldugu icin kolondan gecerken
etkilesimin azalmasiyla agiklanabilinir. Sonug olarak 80 katlik bir 6nderistirme faktor(
ile U(VI) konsantre edilmistir. Kati faz ekstraksiyon kolonlarinin tekrar kullanilma
oraninin yliksek olmasi biyoteknolojik acindan biiyiikk Oonem arz etmektedir. Bu
calismada kullanilan 4 farkli kat1 faz ekstraksiyon kolonunun 30 kullanim sonrasinda
U(VD'nin kantitatif gerikazanim veriminin %95'den yiiksek oldugu belirlenmistir.
Belirli miktardaki kolon maddesinin en yiiksek ne kadar U(VI) tutabilecegi yani
biyosorblama kapasitesinin ne kadar oldugu calisilmis ve biyosorpsiyon kapasiteleri B.
vallismortistMWCNT, B. mojavensistMWCNT, B. vallismortis+XAD-4 ve B.
mojavensis+XAD-4 i¢in sirasiyla 23,6, 25,8, 24,9 ve 26,3 mg/g olarak saptanmuistir.

5.2. Oneriler

Tum iilkelerin oldugu gibi lilkemizinde en biiyiik sorunlarindan biri enerji temini
ve siirdiiriilebilirligini saglamaktir. Bu baglamda en fazla iizerinde durulan ve
tilkemizde elde edilmesi i¢in yillardir ciddi caligmalar yapilan enerji turd nikleer
enerjidir. Nukleer enerjinin elde edilmesi gibi, bu enerjinin kazanimmin devam
ettirilmesi noktasinda da ciddi sorunlar vardir. Bu sorunlara baktigimizda niikleer
enerjinin hammaddesi olan Uranyum ve Toryum gibi elementlerin elde edilmesi ve

enerji Uiretimi sirasinda olusan atiklar en 6nemlileri olarak karsimiza ¢ikar.
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Butlin bu zorluklar igersinde ¢evreye duyarli, maliyeti ucuz ve verimligi yiiksek
bir yontem gelistirmek ¢alismamizin amacini olusturdu. Calismamizin enerji alanindaki
basar1 saglama potansiyeli lke ekonomimize katki saglayip cari agigin azalmasina
olumlu etki saglayacaktir.

Bu ¢alisma sonucunda B. vallismortis ve B. mojavensis'in U(VI) direngli oldugu
ve kiiltiir oratamindaki U(VI)'y1 yiiksek oranda biyoakiimiile ettigi tespit edilmistir. Bu
bakterilerin U(VI) biyoakiimiilasyonu yaparken ayn1 zamanda enzim biyoteknolojisinde
yaygin olarak kulanilan a-amilaz enzimini yiiksek verimde tiretmeleri de ayrica 6nem
arz etmektedir. Dolayisiyla atik sularinda uranyum igeren atik sularin iyilestirilmesi
saglanirken es zamanda a-amilaz Gretimi de yapilarak ekonomik agidan isletmeye katki
saglayacagini da diistinmekteyiz.

Son yillarda dogal sulardan ozellikle deniz sularindan uranyum kazanilmasi
konusunda yapilan farkli biyosorbent ¢aligmalarina, bu termotolerant bakterilerin potansiyel
alternatif bir dogal kaynak malzeme olarak hizmet edecegi olsidir. Bu bakterilerin
tretilmeleri basit ve ucuz 6n islemler gerektiginden dolay1 da maliyet agisindan da oldukca
ekonomik olacaktir.

Gelistirdigimiz yontemde kullandigimiz termofilik karakterdeki bakterilerden B.
vallismortis ve B. mojavensis'in sadece uranyum prekonsantrasyonu i¢in degil diger agir
metalller icinde kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Yontemimiz uranyumun dogal
numunelerden uzaklastirilarak saflastirillmasina  yonelik olsa da, santrallerin,
fabrikalarin, geri doniisiim merkezlerinin atik tnitelerinde de kullanilmaya olanak
saglayacak yapidadir.

Calismamizda uranyumun UV-spektrofotemetre ile miktar tayininin tespitini
basit, hizl1 ve ucuz bir sliregte gergeklestirmeyi saglayan yeni bir yontem gelistirdik. Bu
yontemin biyoteknolojide kullanilmasi ile zaman ve maliyet giderlerini diistirmesinden
dolay1 da biiyiik bir katki sagliyacagini diisiinmekteyiz.

Uranyumun yakit olarak kullanildigi niikleer enerji {iretiminin degisik
basamaklarinda atik olarak ortaya cikabilecek diisiik derisimli sulu uranyumun ve diger
bazi metallerin giderilmesinde, toksitite problemi olmayan bu direncli bakterilerin
kullanilmalari; basit islem, ekonomik avantaj saglamasi, yiiksek gerikazanim verimi ve
dogal bir biyosorbent olmalar1 agisindan iyi bir alternatif olusturacaktir. Uranyum
madenciligi sonucunda ortaya ¢ikabilecek atik sularin iyilestirilmesi, maden

cevresindeki yer alt1 su kaynaklarina bulasma durumunda yer alt1 sularindan uranyumun
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giderilmesi konularinda anilan dogal biyosorbentlerin gelistirilen yeni kati faz
ekstraksiyon yontemlerinin kullanim olanagi saglayabilecektir.

Ulkemizde mevcut literatiirlerden de goriilecegi iizere termofilik bakterilerin
cevre biyoteknolojisinde kullanimi ile ilgili calismalar ¢ok kisith ve az sayidadir.
Calismamizin verilerinden de anlasilacagi lizere termofilik karakterdeki bakteriler bir
¢ok alanda kullanilmaya adaydir. Bu caligmanin yeni calismalar i¢in 6rnek teskil
edecegini diisiinmekteyiz. Ozellikle biyoteknolojileri uygulamalarda kullanilabilecek

yeni alternatif biyosorbent kullanilmas1 miimkiin olacaktir.
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