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AMAC

Son yillarda mikroorganizmalarin (mezofilik) metalleri yiiksek oranda baglama
potansiyelleri gbz Oniine alinarak biyoteknolojide kullanimlar1 giindeme gelmistir. Bu
calismada da degisik termofilik bakteri varyeteleri kullanilarak bu bakterilerin Cd, Co,
Cu, Mn, Ni ve Zn gibi metallere direnglilik, biyoakiimiilasyon ve biyosorpsiyon
degerleri tespit edilerek, bu bakterilerin ¢evre kirliligini azaltmada kullanilabilirligi
yaninda, bu bakterilerin degisik dolgu maddesi ile kolonda immobilize edilerek diisiik
metal konsantrasyonlu sularin konsantre hale getirilerek AAS (Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometresi) gibi aletlerle Olciilebilir hale getirme potansiyeli de goz Oniine

almarak biyoteknolojik anlamda degerlendirilmeleri amaglanmaistir.
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OZET

Bu calismada Nicolaus B. ve arkadaslarn tarafindan izole edilen ve tanimlanan
termofilik karakterdeki Geobacillus toebii sub sp. decanicus, Bacillus thermantarcticus,
Anoxybacillus amylolyticus, ve Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis
bakterilerin farkli metallere (Cd, Co, Cu, Mn, Zn ve Ni) kars1 toleranslarini icin

minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) kat1 besiyerinde tespit edildi.

Ayrica, farkli metal (Cd, Co, Cu, Mn, Zn ve Ni) konsantrasyonlarinin
Geobacillus toebii sub.sp. decanicus, Bacillus thermantarcticus,  Anoxybacillus
amylolyticus, ve Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis iiremesine etkisi
ve bu metallerin akiimiilasyonu sivi besiyerinde incelendi. Bu bakterilerin sivi
besiyerinde kati besiyerine gore daha duyarli olduklar tespit edildi. Calisilan dort farkli
termofilik varyeteleri farkli biyoakiimiilasyon kapasiteleri gostermistir ve en yiiksek Cd,
Cu ve Zn biyoakiimiilasyon kapasitelerinin sirasiyla; 7196,2; 6862,1ve 36496 png/g
kuru bakteri agirligr olarak Geobacillus toebii sub.sp. decanicus ile elde edildigi, en
yikksek Co biyoakiimiilasyon kapasitesinin 620,1 pg/g kuru bakteri agirligi olarak
Bacillus thermoantarcticus ile elde edildigi, en yiiksek Ni biyoakiimiilasyon
kapasitesinin 977,2 pg/g kuru bakteri agirhigir olarak Geobacillus thermoleovorans
sub.sp. stromboliensis ile ve en yiikksek Mn biyoakiimiilasyon kapasitesinin ise 28566
pg/g kuru bakteri agirlign olarak Anoxybacillus amylolyticus ile gergeklestirildigi tespit
edildi.

Kurutulmus o6lii  Bacillus thermantarcticus ve Anoxybacillus amylolyticus
tarafindan Cd, Co, Cu ve Mn Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ve
Geobacillus toebii sub.sp. decanicus tarafindan Cd, Cu, Mn, Zn ve Ni biyosorpsiyonu
tizerine pH (2,0-10,0), sicaklik (30-80 °C) , baslangi¢ metal konsantrasyonu (10, 25, 50,
100, 200 and 300 mg/l), biyokiitle miktar1 (0,25, 0,5, 1,25, 2,5, 5 and 10 g/1), zaman (15,
30, 45, 60, 90, 120 min.) ve c¢alkalamanin biyosorpsiyon tiizerine etkisi calisild1.
Termofilik bakterilerde tiim metaller i¢in optimum pH degerleri 4,0-6,0 arasinda tespit
edildi. Termofilik bakterilerde metal uzaklagtirilmasi icin optimum sicaklik bakterilerin

kendi iireme sicakliklarina yakin degerde oldugu tespit edildi.
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Farkli Cd konsantrasyonlarina maruz kalan canli ve kurutulmus 6lii Geobacillus

toebii sub.sp. decanicus’un hiicre membraninda metal biyosorpsiyonu belirlendi.

Ayrica, Amberlit XAD-4 iizerine tutturulmus o6li (Kurutulmus) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in  agir metal prekonsantrasyonu ve
uzaklagtirtlmasi i¢in kullanilmistir. Cd, Cu, Ni, Mn ve Zn i¢in prekonsantrasyon faktorii
125 olarak tespit edildi. Cd, Cu, Mn ve Zn metalleri icin geri kazanim yiizdeleri % 100
olarak, Ni i¢in ise % 97,5 olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Termofilik bakteriler, Agir metal, Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu  (MIC),  biyoakiimiilasyon,  biyosorpsiyon,  immobilizasyon,

prekonsantrasyon
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SUMMARY

In this study, minimum inhibitory concentrations (MIC) of different heavy
metals (Cd, Co, Cu, Mn, Zn and Ni) in order to investigate the metal tolerance in
thermophilic bacteria Geobacillus toebii sub.sp. decanicus, Bacillus thermantarcticus,
Anoxybacillus amylolyticus and Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis
which were isolated and identified by Nicolaus et al. were determined in the solid

media.

Furthermore, the effect of different metal concentrations (Cd, Co, Cu, Mn, Zn
and Ni) on the growth of bacteria and bioaccumulation on Geobacillus toebii sub. sp.
decanicus, Bacillus thermantarcticus, Anoxybacillus amylolyticus, and Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis were investigated in the liquid media. In this
study, it was found that the bacteria in liquid media were more sensitive than in the solid
media. The different thermophilic bacteria strains tested presented distinct uptake
capacities, and maximum Cd, Cu, and Zn bioaccumulation results were obtained with
Geobacillus toebii sub.sp. decanicus (7196,2; 6862,1 and 36496 ng/g dry weight
respectively), maximum Co bioaccumulation result was obtained with  Bacillus
thermoantarcticus (620,1 pg/g dry weight), maximum Ni bioaccumulation result was
obtained with Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis (977,2 pg/g dry
weight) and maximum Mn bioaccumulation result was obtained with Anoxybacillus

amylolyticus (28566 ng/g dry weight).

Effects of pH (2,0-10,0), temperature (30-80 °C), initial metal ion concentration
(10, 25, 50, 100, 200 and 300 mg/1), effect of dried powdered cell concentration (0,25,
0,5, 1,25, 2,5, 5 and 10 g/1), contact time (15, 30, 45, 60, 90, 120 min.) and agitation on
biosorption of Cd, Co, Cu and Mn by dried powdered bacteria Bacillus
thermantarcticus ve Anoxybacillus amylolyticus and on the biosorption of Cd, Cu, Mn,
Zn and Ni by dried powdered bacteria Geobacillus thermoleovorans sub.sp.
stromboliensis and Geobacillus toebii sub sp. decanicus were tested. The optimum pH

values were found to be at the range of 4,0-6,0. The optimum temperature for metal



removal by thermophilic bacteria studied was found to be near their optimum growth

temperature.

Metal biosorption capacity of the cell membrane of wet and dried powdered
cells of Geobacillus toebii sub.sp. decanicus exposed to different Cd concentration was

determined.

Besides, dried powdered cells of Geobacillus thermoleovorans sub.sp.
stromboliensis immobilized onto Amberlite XAD-4 were used for heavy metal
preconcentration and removal. Preconcentration factor for Cd, Cu, Ni, Mn, and Zn was
determined as 125. The recoveries of Cd, Cu, Mn, and Zn were found to be 100 % and
for Ni was found to be 97,5 %.

Key words: Thermophilic bacteria, Heavy metal, Minimum Inhibition Concentration

(MIC), bioaccumulation, biosorption, immobilization, preconcentration



1. GIRIS

Son yillarda niifustaki hizli artis, enerji ve besin yetersizligi, diizensiz kentlesme,
insanlarin agir1 tiiketim istegi ve basdondiiriicli bir hizla gelisen teknolojik ilerlemeler,
cevre kirliligi sorununun 6nemini iyice hissettirir hale getirmistir. S6z konusu sorunlarin
¢oziimlenmesinde onemli rol oynayan teknolojik gelismeler, insanli§in yararina bir¢ok
yeni ve alternatif iiriinler sunarken kiiciimsenmeyecek oranda ve nitel- nicel yonden
oldukca farkli atiklar olusmaktadir (Donmez, 2006). Bu tiir kati ve sivi atiklarin
aritimlart mevcut geleneksel aritim siirecleri ile yeterli diizeyde yapilamamaktadir.
Bunun yaninda etkili bir aritim ise, ilgili endiistri kuruluglarina olduk¢a pahaliya mal
olmaktadir. Bu nedenle, giiniimiizde bir¢ok endiistri kuruluslarinin dnemli sorunu olan
bu tiir atiklarin aritiminda; ekonomik yonden ucuz, pratik uygulamalarda kolaylik
saglayacak aritim siireclerine yonelik genis bilimsel arastirmalar yapilmaktadir

(Ugurlu, 2004).

Cevre kirliligini artiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda 6nemli rol oynayan
endiistri kuruluslarinin basinda, atiksularinda agir metal iceren kuruluslar gelmektedir.
Ilgili endiistri kuruluslari, siirecleri geregi cesitli agir metalleri kullanmaktadir (Saglam
ve Cihangir, 1995). Bu metaller icerisinde kursun, c¢inko, bakir, kobalt, kadmiyum,
krom, nikel, arsenik, civa ve giimiis gibi metal iyonlari, kalic1 etkilerinden dolay1 canl
sistemleri ve ¢evre sagligl yoniinden onem tagimakta olup belirli bir sinirt aginca da son

derece toksik etki gostermektedir (Ceylan ve Sanl, 1980; Wong ve Kwok, 1992).

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde agir metaller ve tiirevlerinin cevrede
yaygin olarak bulunmasi endiistriyel faaliyetlerin dogal bir sonucudur. Ancak agir
metallerin canli tarafindan fark edilmeden dokularda biriktirilebilmesi ve
metabolizmada bu agir metallerin neden olabilecegi toksik etkiler tartisilmaz bir

gercektir. (Cabuk ve ark., 2007).

Son zamanlarda agir metallerin hem en 6nemli, hem de en tehlikeli maddeler
oldugunu goriiyoruz. Bazi arastirmacilar, agir metal kirlenmesini en ciddi cevre

problemi olarak degerlendirmektedirler. Endiistri atiklarindan kaynaklanan agir



metallerin, su kirliliginde oynadiklar rol biiyiiktiir. Bu metaller; insan, hayvan ve bitki
icin tehlike arzetmektedir. Besin zinciri ve 6zellikle su ile insan viicuduna giren bu agir

metaller ciddi hastaliklara, hatta dliime yol agmaktadirlar (Giil, 1992; fleri, 1993)

Agir metallerin gerek endiistriyel atik sulardan ve gerekse agir metal ile
kirlenmig/kirletilmis ¢evresel su kaynaklarindan uzaklastirilmasinda gesitli kimyasal ve
fiziksel siirecler (¢okeltme ve camur ayirma, kimyasal oksidasyon, iyon degisimi,ters
ozmoz, elektro-kimyasal uygulama ve buharlasma vb.) kullanilmaktadir (Volesky,
1987; Elmaci ve ark., 2005). Ancak bu yontemlerin ekonomik olmayislari ve elde
edilen aritim diizeyinin yeterli olmamasi nedeniyle bu alanda 6nemli bir potansiyele
sahip mikroorganizmalarin etkin bir sekilde kullanildig1 ve tercih edildigi goriilmektedir
(Gadd, 1990; Matheickal ve Yu, 1997; Cabuk ve ark., 2007). Bu amagla ¢esitli
bakterilerin, funguslarin ve alglerin kullanildig1 bilinmektedir (Akar ve ark.; 2006;

Cabuk ve ark., 2006; Tunal ve ark., 2006).

Mikroorganizmalart  kullanarak agir metallerin  biyolojik iyilestirilmesi
(biyoremediasyon), sadece bilimsel yenilik acisindan degil, bunun yaninda endiistrideki
potansiyel uygulanirh@ agisindan da son yillarda biiyiik ilgi gérmeye baslamustir. Ilk
olarak radyoaktif elementlerin sulu ortamda mikroorganizmalar tarafindan dogrudan
adsorplanabildigine dikkat cekilerek, bu 0zelligin mikroorganizmalarin yasam

fonksiyonlarindan bagimsiz oldugu belirtilmistir (Tsezos ve Volesky, 1981).

Metal iyonlarinin sulu ortamlardan, uzaklastirllmasinda canli ve 6lii biyokiitle
kullanilmaktadir. Canli biyokiitleler tarafindan gerceklestirilen metal giderimine
biyoakiimiilasyon denilmektedir. Biyoakiimiilasyonda, mikroorganizmalar agir
metallerle, hiicre membranindan karsilikli tasinim, hiicre duvarlarinda biyosorpsiyon ve
hiicre dis1 kapsiillerle tutulma, ¢okelme, kompleks olusumu ve oksidasyon-rediiksiyon

mekanizmalarinin da igerisinde bulundugu bir dizi mekanizmayla reaksiyon verirler.

(Donmez ve Aksu, 2000; EImaci ve ark., 2005).

Biyosorpsiyon; biyolojik materyallerin, sulu ¢ozeltilerdeki atik maddelerin hiicre

yiizeyi veya iginde akiimiile edilmesidir. Cozeltideki metal iyonlari, hiicre



duvarlarindaki biyopolimerlerde bulunan kimyasal, fonksiyonel gruplarla tutulurlar.
Yiizeydeki bu baglanmalar amin, amid, imidazol, hidroksil, karboksil, fosfat, tiyoeter ve
diger fonksiyonel gruplarla gerceklesir (Aksu ve Kutsal, 1991; Drake ve Rayson;
1996; Madrid ve Camara; 1997; Lale ve ark., 2005). Metal iyonlarinin
biyosorpsiyonu genel olarak adsorpsiyon, iyon degistirme, kompleksiyon ve
mikro¢okelme olaylarini ihtiva etmekte olup, hizli ve tersine dondiiriilebilen bir olaydir

(Volesky, 1987).

Diger bir gelisme de hiicrelerin tutuklanarak (immobilizasyon) kullanilmig
olmasidir. Tutuklanmig hiicre kullanim metodu; hem hiicrelerin arzu edilen bir sekilde
kolayca elde edilmesine, hem de dayanikli biyokiitle olugsmasina vesile olur, ve
biyokiitlenin tekrar tekrar biyosorpsiyon-desorpsiyon olarak kullanilmasin1 saglar.
Tutuklanmis hiicre metodunun kullanilmasiyla degisik reaktor sekilleri teshis etmek

kolaylasmaktadir (fleri ve ark., 1994).

Bugiine kadar gerceklestirilen  biyosorpsiyon, biyoakiimiilasyon ve
immobilizasyon islemleri i¢in mezofilik mikroorganizmalar kullanilmistir. Bu calisma
ile termofilik mikroorganizmalarin da s6z konusu iglemler icin kullanilabilecegi ilk kez

arastirilmastir.

GENEL BILGILER

1.1. Metaller ve Cevresel Etkileri

Antik c¢aglarda metal cevherleri islenmeye baslandigindan beri metaller insan
faaliyetleri sonucu olarak dogal cevrimler disinda atmosfere, hidrosfere ve pedosfere
yayillmaya baslamiglardir. Yiizyillar boyunca insanlar agir metalleri etkilerini bilmeden
taki, silah, su borusu vb. cesitli amaglar i¢in kullanmiglardir. Sanayilesme ile birlikte
agir metal iceren komiirlerin yakilmaya baslanmasi ile endiistri bolgelerindeki agir
metal kirliligi asirn boyutlara ulasmis ve agir metal kirliliginden kaynaklanan ilk

tanimlanan zehirlenmeler Japonya’da ortaya ¢cikmistir (Baskaya ve Teksoy, 1997) .



Agir metaller kayaglarin ve dolayisiyla topraklarin dogal bilesenleridir ve
topraklar bilesimlerine bagli olarak farkli oranlarda ve formlarda agir metal igerirler.
Agir metallerin ¢evredeki jeolojik nedenlerle olusan dogal dagilim deseni son yillarda
antropojen etki ile 6nemli olciide degismeye baslamistir (Baskaya ve Teksoy, 1997;
Kocaer ve Baskaya, 2003).

Agir metal terimi, diisiik konsantrasyonlarda zehirli ya da toksik olan, nispeten
yiiksek bir yogunluga sahip metalik kimyasal elementler icin kullanilir. Gergekte agir
metal tanimi fiziksel 6zellik agisindan yogunlugu 5 g/cm3 ten daha yiiksek olan metaller
icin kullanilmaktadir. Agir metaller diinya kabugunun dogal bilesenleridir, yikilamazlar
ve yok edilemezler (Yuldirmm, 2004; Coral ve ark. 2005). Bu gruba kursun,
kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak iizere 60’tan fazla
metal dahildir. Bu elementler dogalan geregi yer kiirede genellikle karbonat, oksit,
silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar icinde hapis olarak
bulunurlar. Agir metaller, su kaynaklarina, endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarinin
topragi ve dolayisi ile bilesimde bulunan agir metalleri ¢ozmesi ve coOziinen agir
metallerin 1rmak, gol ve yeralti sularima ulasmasiyla gecerler. Sulara taginan agir
metaller agir1 derecede seyrelirler ve kismen karbonat, siilfat, siilfiir olarak kati bilesik
olusturarak su tabania coker ve bu bolgede zenginlesirler. Sediment tabakasinin
adsorpsiyon kapasitesi sinirlt oldugundan dolay1 da sularin agir metal konsantrasyonu

siirekli olarak yiikselir (Coral ve ark. 2005).

Agir metallerin ekolojik sistemde yaymimlarnn dikkate alindiginda dogal
cevrimlerden daha cok insanin neden oldugu etkiler nedeniyle ¢evreye yaymimi soz
konusu oldugu goriilmektedir. Yillik olarak dogal c¢evrimler sonucu 7600 ton
kadmiyum, 18800 ton arsenik, 3600 ton civa ve 332000 ton kursun atmosfere atilmakta
iken insan faaliyetleri sonucu desarj edilen miktarlar dikkate alindiginda ise, kadmiyum
(8 kat), civa ve kursun, (6 kat), arsenik, (3 kat) daha fazladir
(www.metalurji.org.tr/dergi/dergil36/d136_4753.pdf).

Agir metallerin ¢cevreye yayiniminda etken olan en 6nemli endiistriyel faaliyetler

cimento {iiretimi, demir ¢elik sanayi, termik santraller, cam {iretimi, ¢op ve atik camur



yakma tesisleridir. Tablo 1’de temel endiistrilerden atilan metal tiirleri genel olarak
gosterilmistir.

Tablo 1. Temel Endiistrilerden Atilan Metal Tirleri
(www.metalurji.org.tr/dergi/dergil36/d136_4753.pdf)

Endiistri Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn

Kagit Endiistrisi

- + + + + + - -
Petrokimya

+ + - + + - + +
Klor-alkali Uretim

+ + - + + - + +
Giibre Sanayi

+ + + + + + - +
Demir-Celik San.

+ + + + + + + +
Enerji Uretimi
(Termik) + + + + + + + +

Insan var oldugundan beri metallerle etkilesim halindedir. Aslinda evrimde
metalin oynadigr rol degerlendirilmeksizin insan evrimi yorumlanamaz. Hiicrelerin
normal fonksiyonlar1 ve organizmalarin hayatini devam ettirebilmesi i¢in ¢esitli
metallerin varligi gereklidir (Galaris ve Evangelou, 2002). Agir metaller, biyolojik
proseslere katilma derecelerine gore yasamsal olan ve yasamsal olmayan olarak
siniflandirilirlar.  Yasamsal olarak tanimlananlarin organizma yapisinda belirli bir
konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara
katildiklarindan dolayi diizenli olarak besinler yoluyla alinmalarn zorunludur. Agir metal
katyonlari, azot baglanmasi, fotosentez, oksijenli solunum ya da nitrat solunumu
esnasinda suyun yikimi, bir elektron katalizi, C-C baglarinin tekrar diizenlenmesi,
hidrojen asimilasyonu, iirenin yikimi, genlerin mRNA’ya transkripsiyonu ve tek bir
hiicreden insana programlanmis gelisim gibi pek c¢ok karmasik biyokimyasal
reaksiyonlarda 6nemli rol oynarlar. Bunlar1 hepsi biyokimyasal agir metal kompleks
bilesikleri tarafindan katalizlenerek ya da olusturularak gerceklestirilir (Bigerson ve
ark., 1988). Buna ragmen, yiiksek konsantrasyonlarda bu agir metal iyonlar hiicrede
toksik etkiye neden olabilecek spesifik olmayan kompleks bilesikler olusturur (Katalay
ve ark., 2005; Bigerson ve ark., 1988).



Buna karsin esansiyel olmayan agir metaller cok diisiik konsantrasyonda dahi
fizyolojik yapiy1 etkileyerek metabolik reaksiyonlarn yavaslatir ve canli organizmalar
icin asir1 derecede zehir etkisi yapar (Elmaci ve ark., 2007). Bu gruba en iyi ornek
kiikiirtlii enzimlere baglanan civadir. Bir agir metalin yasamsal olup olmadigi dikkate
alinan organizmaya da baghdir. Ornegin; nikel, bitkiler acisindan toksik etki

gosterirken, hayvanlarda iz elementi olarak gorev alir (Duffus ve Worth, 1996).

Pekcok metal esansiyel olmasina ragmen, biitiin metaller belli optimum seviyeyi
gectiginde hiicrelere karsi toksik etki gosterirler. Yiiksek atom agirligina sahip agir
metal katyonlar siilfat gruplarina giiclii bir sekilde baglanma egilimindedirler. Kobalt,
nikel, bakir ve c¢inko’nun divalent katyonlann diisiik konsantrasyonlarda hayati
fonksiyona sahiptirler ancak yiiksek konsantrasyonlarda toksiktirler (Choudhury ve

Srivastava, 2001).

Agir metallerin toksik etkisiyle ilgili etkilerden kaginmak igin, hiicreler ve
organizmalar kompleks mekanizmalar gelistirmiglerdir. Ornegin, pek cok yapisal
protein ve enzimin yeterli aktivitesi icin metal iyonlan1 gerekli olmasina ragmen
proteinlerin ¢evresi bu metal iyonlarindan korunmus ve izole edilmistir. Proteine
baglanmis metaller nispeten daha diisiik toksiktirler. Aksine, proteinlerin, DNA’nin,
lipidlerin, ya da diger biyomolekiillerin yiizeylerine zayif baglanmis ya da serbest
redoks aktif metal iyonlar diisiik seviyelerde dahi toksiktir. Bu metallerin hiicre
transformasyonunu indiikledigi mekanizmalar net degildir, fakat bunlarin serbest radikal
iretimine yol agmalar1 metalle indiiklenen karsinojenezde rol aldiklarimi gosterir (Sekil
1) (Galaris ve Evangelou, 2002). Demir, bakir, kadmiyum, krom, nikel ve diger metal
iyonlar reaktif oksijen tiirleri iiretme yetenegi gosterirler. Bu oksijen tiirleri, hiicre
icinde olustuklarinda lipid peroksidasyonu, DNA hasarlar, siilfidril gruplarinin
azalmasi, degisen sinyal gecis yollar1 ve kalsiyum homeostazisini indiikleme yetenegine
sahiptir. Metal iyonlarinin yol a¢tig1 mutasyonlar ya baslangi¢ ya da tiimor ilerlemesinin
gozlendigi daha sonraki asamalarda etkisini gosterir. Ancak karsinojenezis karmasik bir
sire¢ oldugu icin metaller normal hiicresel fonksiyonlar1 etkileme ve kanserin
gelisimine neden olma gibi pek cok farkli rol alabilirler (Miiller ve ark., 2000; Galaris
ve Evangelou, 2002; Yildirim, 2004).



METALLER

inflamasyon

x\_-___—hDNA—IHasan

/

Gen ifadelerinin Degismesi

'

| Kanser Geligimi |

Sekil 1. Metallerle indiiklenen Olasi Karsinogenez Mekanizmasi (Galaris ve

Evangelou, 2002) (RONT: Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri)

Agir metallerin insan metabolizmasinda olusturduklar etki ve etkin olduklar
asamalar1 ana sistemler acisindan ele alirsak bunlari;
Kimyasal reaksiyonlara etki edenler
Fizyolojik ve tasimim sistemlerine etki edenler
Kanserojen ve mutajen olarak yapi taglarina etki edenler
Alerjen olarak etki edenler
Spesifik etki edenler olarak siralamak miimkiindiir (Bas ve Demet, 1992; Vural,

1993).



Bazi1 6nemli agir metallerin iizerinde durmak gerekmektedir.

1.1.1. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum, 1817 yilinda kesfedilmis toksik bir metaldir. Kadmiyum, ¢inko
tiretimine eslik eden metal olarak tiretilmistir. Cinko iiretimindeki ¢evreye salinimindan
once havaya, yiyeceklere ve suya dogal siireclerle dnemli miktarlarda karismamustir.
Ancak giiniimiizde kadmiyum da cevre kirliligine sebep olan agir metaller arasinda
yerini almistir (www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/phsS.html). Giiniimiizde kadmiyum
endiistriyel olarak nikel/kadmiyum pillerde, korozyona kars1 6zellikle deniz kosullarina
dayanimi nedeniyle gemi sanayinde celiklerin kaplanmasinda, sigara dumani, rafine
edilmis yiyecek maddeleri, su borulari, komiir yakilmasi, kabuklu deniz iiriinleri, tohum
asamasinda kullanilan giibreler ve endiistriyel iiretim asamalarinda olusan baca gazlari,
cam, tekstil, sentetik polimer, boya sanayinde, PVC stabilizatorii olarak, alasimlarda ve
elektronik sanayinde, deterjanlarda ve rafine petrol tiirevlerinde bulunur ve bunlarin ¢ok
yaygin kullanimi sonucunda da ©nemli miktarda kadmiyum kirliligi ortaya cikar.
Kadmiyum 6nemli miktarda giimiis kaynaklarda ve sprey boyalarda da kullanilmaktadir

(Bas ve Demet, 1992; Vural, 1993; Jarup, 2003;Chatterjee, 2006).

Kadmiyum asir1 uzun bir biyolojik yarilanma 6mriine (10-30 y1l) sahiptir ve bu
durumdan dolay1 ¢cevrede bulunan en toksik maddelerden biri olarak kabul edilmektedir

(Yildirmm, 2004;Chatterjee, 2006).

Kadmiyum ve ¢inko yerkiirede bir arada ve benzer yapilarda bulunurlar. Bu iki
metal insan viicudunda da benzer striiktiirel ve fonksiyonel 6zellikler gostermektedirler.
Kadmiyum, onemli enzim ve organ fonksiyonlarinda ¢inkonun yerini alabilmektedir ve
bu fonksiyonlarin gerekli sekilde gerceklesmesini engellemektedir (Chatterjee, 2006).
Zn ve Cd‘nin viicut i¢indeki oranlar1 Cd zehirlenmesi Zn yetersizligiyle arttigindan ¢ok

onemlidir. (www.metalurji.org.tr/dergi/dergil136/d136_4753.pdf).

Kadmiyum, cesitli mekanizmalara karisarak indiiklenmis toksisiteye yol agar.

Kadmiyum, hiicre i¢i iletisim agma ve gen regiilasyonuna karisir. Kadmiyum,



siiperoksit dizmutaz ve katalaz gibi antioksidant enzimlerin aktivitelerinde
degisikliklere neden olur. Lipit peroksidasyonu da aym zamanda kadmiyum
toksisitesiyle iligkilidir. Ayrica, kadmiyum toksisitesi reaktif oksijen tiirlerinin
tretimiyle ilgilidir (Miiller, 1991; Stohs ve Bagchi, 1995; Galaris ve Evangelou,
2002). Kadmiyumun, kiiltiire edilmis insan hiicrelerinde oksidatif stresi indiikledigi
bulunmustur. Kadmiyumla indiiklenen oksidatif stres negatif olarak DNA, RNA,
ribozom sentezinde enzim sistemlerini etkileyebildikleri bildirilmistir (Yu ve ark.,

2004).

Kadmiyum diger agir metaller i¢inde suda ¢oziinme 6zelligi en yiiksek olan
elementtir. Bu nedenle dogada yaymim hizi yiiksektir ve insan yasami icin gerekli
elementlerden degildir. Suda ¢oziinebilir 6zelliginden dolay1 Cd* halinde bitki ve deniz
canlilan tarafindan biyolojik sistemlere alinir ve akiimiile olma o6zelligine sahiptir
(Waalkes, 2000). Kadmiyum viicutta % 20 gibi bir oranla ¢ok iyi absorbe edilemiyor
olsa bile, bu diger bir¢ok metale kiyasla oldukga yiiksek bir orandir. Kadmiyum icerigi
0,01 mg/m’ havamin 14 giinden daha fazla solunmasi durumunda kronik akciger
rahatsizliklart ve bobrek yetmezligi ortaya cikar. Ciinkii kadmiyum ve bilesikleri
genellikle bobrekler ve karacigerde birikirler ve burada kadmiyumu detoksifeye etmek

icin diisiik molekiiler agirlikli metalotiyoneinlere baglanir (Kayhan, 2006).

Kadmiyum, genotoksik ve mutajenik durumlar iiretebilmesine ragmen bu durum
genellikle yiiksek doz gerektirir. Kadmiyum redoks aktif bir metal olmadigi icin,
kadmiyum stabil DNA bilesim formlar1 ve primer karsinojenik mekanizma gibi olasi
olmayan indirek oksidatif DNA zarar1 olusturmaz. Boylece epigenetik, non-genotoksik
ya da indirek genotoksik mekanizmalar yoluyla etkili olabilir. Boyle mekanizmalar
apoptozisin bloke edilmesi ya da hiicre cogalmasinin uyarilmasina neden olan anormal
gen ekspresyonlan icerebilir. Her iki potansiyel mekanizma genetik materyale zarar
verilmeden karsinojenik doniisiimle sonuclandigi bulunmustur. Ayrica kadmiyum bazi
proto-onkogenleri veya hiicre cogalmasiyla iligskili olan genleri aktive edebilir

(Beyersman ve Hechtenberg, 1997; Dogru, 2007).
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Kisa siireli olarak 0,05 mg/kg kadmiyum alinimi mide rahatsizliklarina neden
olurken, uzun siireli (>14 giin) 0,005 mg/kg/giin dozu bobrek ve kemiklerde 6nemli
problemlere neden olmaktadir. Kronik kadmiyum zehirlenmesinde ortaya cikan en
onemli etki ozellikle akciger ve prostat kanseridir. Kadmiyum zehirlenmesine bagh
olarak kemik erimesi ve buna bagli hastaliklarda goriilir. Diger taraftan kansizlik,

dislerin dokiilmesi ve koku duyumunun yitirilmesi de 6nemli etkilerdir (Dogru, 2007).

1.1.2. Bakir (Cu)

Atmosfer kosullarinda metalik gri tonunda bulunmayan iki metalden biri olan
bakir, M.O. 5000 yilindan beri taninmaktadir ve adini ilk bulundugu yer olan Kibris’in
Latincesinden (aes cyprium:Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra Cuprum) almustir. Ik
kez Misirlilar tarafindan iiretilen bakir, M.O. 3000 yilindan itibaren (Bronz Cag)
Anadolu, Yunanistan ve Hindistan’da mekanik ozellikleri alasimlandirma yolu ile

artirilarak kullanilmistir (www.metalurji.org.tr/dergi/dergil37/d137_4651.pdf).

Endiistride bakirin 6nemli rol oynamasinin ve cesitli alanlarda kullanilmasinin
nedeni ¢ok farkli 6zelliklere sahip olmasidir. Bakirin en onemli 6zelliklerinin arasinda
yiiksek elektrik ve 1s1 iletkenligi, asinmaya ve korozyon direnci, c¢ekilebilme ve
doviilebilme ozellikleri sayilabilir. Ayrica alasimlann ¢ok cesitli olup endiistride
(otomotiv, basingh sistemler, borular, vanalar, elektrik santralleri ve elektrik, elektronik
vd.) degisik amach kullanilmaktadir
(http://ekutup.dpt.gov.tr/madencil/metalmad/oik638.pdf).

Evrimsel siireclerde metal proteinlerinde bakir bulunur. 1816°da Bucholz ilk
olarak bitki ve hayvan dokularinda bakirin bulundugunu rapor etmistir. Bakir insan ve
hayvan dokularinda enzimler i¢in gerekli olan insan diyetinin gerekli bir iz elementidir

(Brewer ve ark., 2001).

Bakir iceren biyolojik bilesiklerin ana fonksiyonu oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlaridir. Bakir iceren biyolojik molekiiller serbest radikaller iiretmek icin

molekiiler oksijen ile direkt reaksiyona girer. Yiiksek bakir konsantrasyonlarinin
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olusturdugu toksit serbest hidroksil radikallerinin DNA’ya zarar vermesi ile kanser ve
hiicre proliferasyonunun arttigit bulunmustur. (Theophanides ve Anastassopoulou,
2002). ikinci en 6nemli olay, bakir iyonu hiicre icinde oksijen-bagimli zararh
reaksiyonlara katilir. Aym1 zamanda, sitokrom oksidaz, SOD, askorbat oksidaz, lizin
oksidaz ve tirozinaz gibi pek cok enzimlerin yapisal bir parcasidir (Galaris ve
Evangelou, 2002; Nasulewicz, 2004).

Bakirin DNA’ya yiiksek bir ilgi ile baglandigi bulunmustur. Ozel bolgelere bakir
iyonlarinin baglanmasi proteinlerin, poliniikleotidlerin, DNA’nin ve biyomembranlarin

tic boyutlu yapilarin1 modifiye edebilir (Theophanides ve Anastassopoulou, 2002).

Bakir viicut fonksiyonlar1 agisindan onemli olmakla beraber ozellikle sac,
derinin esnek kisimlari, kemik ve bazi i¢ organlarin temel bilesenidir. Eriskin insanlarda
ortama 50-120 mg bulunan bakir, amino asitler, yag asitleri ve vitaminlerin normal
kosullarda metabolizmadaki reaksiyonlarimin vazgecilmez 0gesidir. Birgok enzim ve
proteinin yapisinda bulunan bakir, demirin fonksiyonlarini yerine getirmesinde aktivator
gorevi ustlenir. Bakir eksikliginde hayvanlarda anormallikler, kansizlik, kemik hatalari

ve sinir sisteminde bozukluklar tespit edilmistir (Vanderwerf ve ark., 2001).

Akut bakir zehirlenmesi seyrek olarak gozlenir. Akut bakir zehirlenmesinde
gozlenen belirtiler tiikiiriik salgisinin artmasi, mide agrilari, bulanti, ishal gibi sindirim
sistemi mukozasinin tahris olmasindan kaynaklanir. Ayrica alinan doza bagli koma
durumuna ve oliimlere sebebiyet verebilir. icme sularinda Diinya Saglik Orgiitii

tarafindan agiklanan sinir degeri 2mg/1’dir (Habashi, 1997).

1.1.3. Nikel (Ni)

Nikel ilk olarak Axel Cronstedt (1751) adl Isvecli bir minerolojist tarafindan
bulunmustur. Nikelin basli basina bir element oldugu 1775’de Torbern Bergman ve
arkadaglar1 tarafindan kanitlanmig ancak 1804’e kadar herhangi bir {iretimi
yapilmanustir. {1k saf metal iiretimi Jeremias Richter (1804) tarafindan yapilmustir. Tk
bulunusundan sonra uzun bir siire boyunca nikel iceren alagimlar {retilmistir.

1830’larda “Alman Giimiisii” olarak bilinen bakir-nikel-cinko alagimlar1 Ingiltere ve
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Almanya’da biiyilk miktarlarda iretilmistir. 1870°de celik alasgimlandirma elementi
olarak 6nem kazanan nikel, daha sonra elektrolitik olarak kaplama teknolojisinin
gelistirilmesiyle genis bir kullanim alam bulmustur

(www.metalurji.org.tr/dergi/dergil37/d137_4651.pdf).

Benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1r metalik nikel ve onun
bilesikleri, modern endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir. Nikelin biiyiikk bir
cogunlugu (% 80), korozyon ve 1s1 direncinin yiiksek, sertliginin ve dayaniminin iyi
olmasi1 sebebiyle alagim iiretiminde kullanilmaktadir. Nikel hem altin i¢in miikemmel
bir beyazlastirict hem de bakir ile birlikte kullanmildiginda mekanik 6zellikleri,
islenebilirligi ve dokiim 6zellikleri iyi olan bir alagim eldesini miimkiin kilan 6nemli bir
elementtir (Vural, 1993; Denkhaus ve Salnikow, 2002). Nikelin ana kullanim alanlari;
paslanmaz celik, bakir-nikel alasimlart ve diger korozyona dayanikli alasim
tiretimleridir. Saf nikel; kimyasal katalizor olarak elektrolitik kaplamada ve alkali
pillerde, pigmentler, madeni para, kaynak iiriinleri, miknatislar, elektrotlarda, elektrik
fislerinde, makine parcalar1 ve tibbi protezlerde kullanmilmaktadir (Vural, 1993;
Denkhaus ve Salnikow, 2002;
http://ehp.niehs.nih.gov/roc/tenth/profiles/s118nick.pdf;www.portfolio.mvm.ed.ac.
uk/studentwebs/session2/group29/nicktox.htm).

Nikel karsinojenezisinin molekiiler temelinin kanitlanmasi zordur. Bunun nedeni
karsinojenik nikel bilesiklerinin DNA onarim aktivitesini inhibe etmesi ve DNA’ya
oksidatif zarar liretmesine ragmen pek cok deney sistemlerinde zayif mutajenik etkiye

sahip oldugu bulunmustur (Watt ve Ludden, 1999).

Yiiksek organizmalardaki nikelin  gerekliligi  sorgulanabilir.  Yiiksek
organizmalardaki canlilarda bilinen nikel iceren hi¢bir enzim ya da koenzim yoktur.
Tiim bu faktorler nikelin insanlar i¢in yararh olup olmadigin1 karar vermeye kesin bir

katkida bulunmaz (Denkhaus ve Salnikow, 2002).

Nikel tiiketen hayvanlarin karacigerlerinde demir, bakir ve c¢inko

konsantrasyonlar1 azalmigtir. Ayn1 zamanda nikel eksikligi karbonhidrat ve amino asit
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metabolizmasinda gorev alan pekcok enzimin spesifik aktivitesinde diisiise neden

olmustur (Nielsen, 1991).

Bakteriyel hayatta ¢ok iyi bilinen yedi adet nikel iceren mikrobiyal enzim
belirlenmistir. Bunlar; iireaz, hidrojenaz, CO-dehidrojenaz, metil-koenzim M rediiktaz,
ni-stiperoksit dizmutaz, glioksilaz I ve cis-trans izomeraz’dir (Ragsdale, 1998). Nikel
iceren enzim bulunduran bakteriler Ni biyometabolizmasini, tasima sistemlerini ve nikel

baglayici proteinleri ¢alismak i¢in iyi bir modeldir (Watt ve Ludden, 1999).

Yiiksek nikel almimi ile ilgili calismalar nikelin teratojenik oldugu ve
karsinojenik potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Nikel belirgin bir sekilde DNA ile
reaksiyona girmemesine ragmen proteinlerle giiclii bir etkilesim kurar. Bu kurulacak
iliskinin kuvveti mevcut olan amino asit kompozisyonuna baghdir ve en yiiksek

affinitenin histidin artiklan ile oldugu goriiliir (Crowe ve ark., 1994).

1.1.4. Kobalt (Co)

Kobalt adin1 ortacag avrupa madencilerinin kursun ve kalay madenlerinin
tiretimi esnasinda olusan, ergimeyen ve metalin kullamlmasim engelleyen kati yapi
nedeniyle maden ruhu, seytan anlamina gelen “Kobold” tamimlamasindan almistir. M.O.
2000°1i yillardan beri kobalt bilesikleri cam ve emayede mavi boya olarak
kullanilmasina ragmen, element olarak 1742 yilinda Isvegli arastirmact G. Brant
tarafindan yeni bir metal olarak ve 1780’de Torbern Bergman tarafindan element olarak

tammmlanmustir (Habashi, 1997).

Kobalt stratejik ve endiistriyel uygulamalarda ve askeri alanda énemli kullanim
alanlarina sahiptir. Kobalt, en ¢cok siiper alasim olarak jet motor tiirbinlerinde
kullanilirken, malzemelere manyetiklik 6zelligi kazandirma, korozyondan korunma ve
mekanik 6zelliklerin iyilestirilmesi amaciyla alagimlarda, yiiksek hiz celiklerinde, takim
celiklerinde, elmas takimlarinda ve kesici uglarda alagim elementi olarak da kullanilir.
Bilesikleri ise petrol ve seramik endiistrisinde katalizor ve boyalarda pigment,
miirekkep ve verniklerde kurutma maddesi olarak kullanilir. Ayrica pil elektrotlarinda,
her tip manyetik malzemelerde ve kayit cihazlarinda kullamilmaktadir

(www.atsdr.cdc.gov/tfacts33.html).
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Kobalt ve kobalt bilesiklerinin insanlar iizerinde kansere neden olduguna dair
heniiz kesin bulgular olmamasina ragmen, kobalt bilesikleri risk teskil etmektedirler ve
kanserojen madde gibi muamele goriirler. Kobalt iceren implant takilan bolgelerde
timor olusumuna da rastlanmis ve hayvanlar iizerinde yapilan deneylerde, kobalt
siilfitin, tek zincir DNA kiriklarina neden oldugu bulunmustur (Kawanishi, ve ark.,
1994). Ayrica, kobalt, indirekt olarak oksidatif stres olusturarak, reaktif oksijen

tiirlerinin birikmesine neden olur (Freeman ve ark., 2005).

Giinliik besin ihtiyacimizda ¢ok kiiciik bir yer teskil eden kobalt, kirmizi kan
hiicreleri iiretiminin ve sinir diizenlenmesinde kullanilan B12 vitaminin bilesenidir.
Kobalt viicutta yapi tasi olarak bulunur ve anemiyi engeller, ayrica B12 vitaminin;
yorgunluk, sindirim kolaylig1i ve kas problemlerinin giderilmesine faydasi vardir.
Yetersiz kobalt alintminda pernisy6z (zararli) anemi ve sinirlerde bozukluk gibi pek cok
problemler ve semptomlar ortaya c¢ikar ancak yeterli B12 vitamini alinarak etkiler

ortadan kaldirilabilir (Kawanishi, ve ark., 1994).
1.1.5. Mangan (Mn)

Mangan ilk olarak C.W. Schele ve ark. tarafindan fark edildi ve 1774’te J.G.
Gohn tarafindan ilk kez bir serbest metal olarak izole edildi. ilk kez bulundugu
manyetik kayadan isimlendirilmistir. Yer kabugu iizerindeki en yaygin 12. elementtir ve
% 0.1’ini olusturur. Mangan serbest metal halinde bulunmaz ve 100 mineralden daha
fazlasiyla bilesik halinde bulunabilir. Buna ek olarak % 7-27 oraninda deniz tabanindaki

nodiillerde bulunur (Liu ve ark., 2005) .

Mangan yogun bir sekilde; metalurjide, kuru hiicre pillerinde, fungusit olarak
(MANEB), camlarda, seramiklerde, boyalarda, pigmentlerde, toprak ve gida katki
maddelerinde ve tipta yiizyillardir veya daha fazla bir siiredir yogun bir sekilde
kullanilmigtir. Manganin % 90’indan daha fazlasi demir ve c¢elik yapiminda ve
demirsiliko mangan alagimlarinda kullamilir. Diger kullanim alanlar ise korozyonu
azaltmak icin bakir veya aliiminyum alasimi seklinde, permanganat ile olan
alagimlarinda ise kimyasal endiistrilerde oksidasyon reaksiyonlarinda kullanilir (Gerber

ve ark., 2002).
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Diger bir taraftan esansiyel bir element olan mangan, antioksidant savunma
sisteminde 6nemli bir role sahiptir ve aynm1 zamanda kanser hiicrelerini modifiye eden
siiperoksit dizmutazin’in (MnSOD) bir pargasini olusturur (Parker, ve ark., 1987; Liu
ve ark., 2005).

Bakterilerde yiiksek dozdaki mangan, DNA replikasyonunu ve onarimini
etkilemektedir. AMES testinde 0Ozellikle manganin sorumlu olmadigi goriilmesine
ragmen mikroorganizma ve memeli hiicrelerinde mangan DNA zararlarina ve
kromozom kirilmalarina neden olur. Yiiksek oranda mangan memelilerde verimliligi
etkiler ve embriyo ve fetiis iizerinde toksik etkiye sahiptir (Domingo, 1994).
Mangandan kaynaklanan kanser iizerine olan bilgiler azdir. Fakat mevcut sonuglar

inorganik manganin karsinojenik olduguna isaret etmemistir (Gerber ve ark., 2002).
1.1.6. Cinko (Zn)

Metalik cinko kompleks cevherlerden yapilan bakir bazli alagimlarin iiretiminde
ortaya ¢ikmasina ragmen, iiretimi hakkinda kesin bir bilgi mevcut degildir. M.O. 1000
yillarinda Cinlilerin ve 14. yiizyilda Hindistanlilarin metalik ¢inko iirettikleri ileri
siiriilmektedir. Avrupa’da Lohyenns ilk kez Goslar’da bu metali bulmustur (1617) ve
muhtemelen ismini de vermistir

(www.metalurji.org.tr/dergi/dergil37/d137_4651.pdf).

Cinko demir konstriikksiyon malzemelerininkine kiyasla daha elektronegatif
oldugundan ¢inko kaplamalar ¢elik yapilar i¢in ¢ok iyi korozyondan korunma saglarlar
ve bu 6zellik en 6nemli kullanim alanini olusturur. Cinko beyazi veya Cin beyazi olarak
bilinen ¢inko oksit (ZnO), boya pigmenti olarak kullanilir Ayrica demir, bronz, cam,
kagit yapimi, fungisitler, akii, ve kauguk-lastik sanayinde kullanilmaktadir. Tipta;

dermal tiriinler, antiseptikler, insiilin preparatlarinda da kullanilir (Varal, 1993).

Cinkonun ilk olarak 1869’da Raulin tarafindan Aspergillus niger’in bilylimesi
icin gerekli oldugu gosterilmistir (McCall ve ark., 2000). Mikroorganizmalari, bitkileri

ve hayvanlar i¢eren yasayan biitiin canlilarin biiyiimesi gelismesi ve farklilasmasi igin
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esansiyel oldugu gosterilmistir (McCall ve ark., 2000; Choudhury ve Srivastava,
2001).

Cinkonun gelisme, deri biitiinliigii ve fonksiyonu, yumurta olgunlasmasi,
bagisiklik giicii, yara iyilesmesi ve karbohidrat, yag, protein, niikleik asit sentezi ya da
degradasyon gibi sayisiz fonksiyonu rapor edilmistir. Alkol dehidrojenaz, karbonik
anhidraz ve karboksipeptidaz gibi 70’den fazla metaloenzim fonksiyonu icin ko-enzim
bileseni olarak gereklidir. Aym1 zamanda DNA bagl proteinlerin temel bilesenidir. tRNA
sentetaz ¢inko bagimlidir. Cinko eksikligi apoptizisi etkin hale getirmektedir. Fizyolojik
miktarlardaki ¢inko Cd, Hg, Pb ve Sn gibi diger agir metal iyonlarimin zehirleyici

etkilerini azaltmaktadir (Glasfeld and Schimmel, 1997).

Yiiksek c¢inko konsantrasyonlart bir¢ok ©Onemli fonksiyonlart etkileyen
inhibitordiir. Cinko bakteri ve mitokondrilerin elektron tasima sisteminin potensiyel
inhibitorii olarak bilinir. Toksisitesi Cd, Hg, Pb, Cu, Ni, ve Co gibi diger metallerle
karsilastirildiginda nispeten daha diisik oldugu bulunmustur (Choudhury ve
Srivastava, 2001).

1.2. Agir Metal Direncliligi

Verilen bir metalin diren¢ olusturma mekanizmasinin gelisimi, hiicre ile metalin
etkilesimine baglhdir. Pekcok hiicre agir metal iyonlarimin iki tip alim sistemini
kullanarak bu karmagik problemi ¢6zer. Birincisi hizlidir ve spesifik degildir. Bu hizh
sistem bakteri stoplazmik membrani boyunca uzanan kemiosmatik gradient ile ¢aligir.
Diger ikinci tip yiiksek substrat 6zgiilliigiine sahiptir, yavastir ve enerji kaynagi olarak
ATP enerjisini kullanir. Bazen, kemiosmotik gradiyente ek olarak bu yiiksek enerji
gerektiren alinim sistemleri sadece besin kithigi zamaninda ya da 6zel metabolik

durumlarda hiicre tarafindan kullanilir (Choudhury ve Srivastava, 2001).

Bakteriler ve diger mikroorganizmalarin agir metallere karsi direnci (Sekil 1)
icin; gecirgen bir bariyer ile metalin digar1 atilmasi, metalin hiicrelerden aktif tasinma

ile disan cikarilmasi, metale duyarli olan hiicresel hedefleri zarara kars1 korumak igin
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proteinler ya da diger ligandlar ile metali hiicre i¢i fiziksel ayrilmasi, hiicre dis1 ayirma,
transformasyon ve detoksifikasyon gibi cesitli mekanizmalar gelistirdikleri

bilinmektedir (Choudhury ve Srivastava, 2001; Valls ve Lorenzo, 2002).

Dogal . Metial Baglayan
Biyozorpsiyon

Sekil 2. Bakterilerdeki Olas1 Agir Metal Diren¢ Mekanizmalar (Valls ve Lorenzo,
2002)

Bir hiicre, herhangi bir agir metalin yiiksek konsantrasyonu ile karsilastiginda,
spesifik olmayan tasiyict proteinler daimi olarak salgilandigl i¢in disarnidaki yiiksek
konsantrasyona ragmen stoplazma igerisine agir metal iyonlar1 gecebilir. Bu yiizden
hiicre membraninda bulunan geg¢itler kapatilmaz. Bu agir metallerin toksik olmasinin ilk

nedeni agik gecit sistemidir (Nies ve Silver 1995).

Yiiksek atomik numaraya sahip Hg*?, Cd** ve Ag* gibi agir metal katyonlari bir
kez hiicreye girdiginde 6zellikle siilfidril gruplarina baglanma egilimindedirler. Siilfidril
gruplarina baglanarak, metaller duyarli enzim aktivitelerini inhibe edebilirler (Miiler ve
ark., 2000). Diger agir metal katyonlan fizyolojik iyonlarla etkilesime girebilirler.
Ornegin; Cd*™; Zn*™, Ca* ve Ni*? ile buna karsin Co*%; Fe*’ile ve Zn*? ise Mg* ile

etkilesime girebilir. Boylece fizyolojik katyonlarin fonksiyonlarini inhibe ederler. Sonug
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olarak agir metal oksianyonlari, yapisal olarak metalle ilgisi olmayan metabolizmaya da
miidahale edebilir ve agir metal oksianyonlarinin indirgenmesi radikal olusumuna neden

olabilir. (Nies, 1999).

1.2.1. Agir Metal Direnclilik Metabolizmasinda Rol Alan Protein Aileleri

Biyolojik membran boyunca agir metal tasiyan bu proteinler, yasamin ilk
giinlerinden bu yana gelisen protein ailelerinin iiyeleridir. Bu tagima sistemleri tagima
isini gerceklestirmek icin gereken enerjiyi ATP hidrolizi ile karsilayabilirler. Ornegin,
metal tasiyici protein ailesine mensup olan ABC-ailesi (Fath ve Kolter, 1993; Paulsen
ve arkadaslari, 1997; Kolenbrander ve ark., 1998; Patzer ve Hanke, 1998), P-tipi
ATP-azlar (Tao ve ark. 1995; Tao ve ark., 1998) ve A-tipi ATP-azlar (Kurado ve ark.,
1997; Liu ve Rosen, 1997) ATP enerjisini kullanirlar. Stoplazmik membran boyunca bir
proton gradiyentine sahip bakteride, bir protonun igeri gecisi bir metal katyonunun
disar atilimi seklinde gergeklesebilir. Bunlar RND-tasiyicilaridir (Schmidt ve Schlegel,
1994; Rensing ve ark., 1997). Bazi durumlarda, metal tasimasim1 kemiosmotik kuvvet
ile gerceklestirilir. Ornegin, HoxN- (Navarro ve ark., 1993; Komeda ve ark., 1997),
Chr- (Nies ve ark., 1998), CorA- (MIT) (Paulsen ve ark., 1998; Nies, 1999) ve CDF-
protein aileleri (Nies, 1999) bu sekilde calisir.

Metalotiyoneinler (MT): Bu proteinler, bircok prokaryot ve Okaryotlarda bulunan,
molekiill agirhigr diigiik (6000-7000 D), metal baglayan proteinlerdir (Giiven, 1999).
Metalotiyoneinler bir stresle indiiklenebilir antioksidant o©zellikli proteinlerdir
(Choudhury ve Srivastava, 2001). Metalotiyoneinler, asir1 yiiksek metal ve siilfiir
icerigi ile karakterize edilirler, aromatik amino asitlerden ve histidin amino asitinden
yoksundurlar (Giiven, 1999; Choudhury ve Srivastava, 2001). Metalotiyoneinler,
baslangicta sadece Cd baglayan proteinler olarak diisiiniilmiistiir, ancak artan ilgi
diizenine gore Zn, Cd, Cu, Hg ve Ag’ye de baglandiklar1 bilinmektedir. Okaryotlarda
cok yaygin olmalarma karsin, prokaryotik metalotiyoneinler ilk olarak siyanaobakteri
Synechococcus sp.’de tamimlanmistir. Bu molekiilin Cu, Cd ve Zn ile kompleks

olusturdugu ve yiiksek oranda tiol icerdigi saptanmustir. ilk olarak en iyi tanimlanan
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bakteriyel metalotiyoneinler Synechococcus 6301°den elde edilmistir (Choudhury ve

Srivastava, 2001).

1.2.2. Baz1 Agir Metallerin Direnclilik Mekanizmalari

Kadmiyum(Cd): Bakterilerde kadmiyuma diren¢ kadmiyumun disariya atilmasiyla
iligkilidir. Ancak siyanobakterilerin bu kuralin disinda oldugu goriiliir. Smt
metalotiyonein sentezinin artis1 kadmiyum direncini arttirirken, gen ekspresyonu
azalmasi direncliligi azaltir. Metalotiyonein geni smtA, SmtB regiilatorii ile kontrol
edilir. Ayrica, siyanobakterilerde RND ve P-tipi tasiyici sistemler ile metal taginmasi
metalotiyoneinlerden kadmiyum direncliliginde daha 6nemli oldugu belirlenmistir
(Turner ve ark., 1996; Thelwell ve ark., 1998). Gram (-) bakterilerde temelde bir
cinko tasiyict olan Czc ve nikel disar atict olan Ncc benzeri RND ile calisan sistem
tarfindan kadmiyumun detoksifiye edildigi goriiliir. Gram (+) bakterilerde kadmiyum
disan atic1 P-tipi ATPazin ilk 6rnegi Staphylococcus aureus’daki CadA pompasidir. Bu
protein, P-tipi ATPazlarin alt ailesinin ilk iiyesidir ve daha sonra bulunan bakir, kursun

ve ¢inko tagtyicilari bu proteinle iligkilidir (Liu ve ark., 1997).

Bakir (Cu): Biitiin agir metal katyonlarinda oldugu gibi, 6zellikle bakir i¢in hiicre i¢i
katyon konsantrasyonu iyi bir sekilde kontrol edilmelidir. Bakir metabolizmasi; E.
coli’de, bazi iliskili Pseudomonas’ larda, Gram pozitif bakteri Enterecoccus hirae’de ve

S. cerevisiae’de calisiimistir (Lee ve ark., 1994).

E. coli’deki plasmidce kodlanan bakir direnglilik mekanizmasi, gelisimin log
fazindaki bakir azaltilmig akiimiilasyondan ve aymi zamanda bunlarin disar1 atilmasina
baglidir. Bununla birlikte statik fazda bulunan hiicrelerdeki periplazmik kompleksasyon
izerine de dayali olabilir (Kanamaru ve ark., 1995). Plazmidce kodlanan bakir
direncliligi ortak bir ikili komponent diizenleyici sistem ile diizenlenir ve giiclii bir
sekilde kromozom ile kodlanan islevlerle birliktelik icerisindedir. Bununla birlikte bakir
homeostazisi kesin olarak ortaya konamamistir. Ek olarak cesitli organizmalarda bakirin
tasinmasinda CopA (bakir alinimi ve bakterinin bakir ihtiyacim kargilar), CopB (bakirin

disan atilmasi ve detoksifikasyonundan sorumludur), CopC ve CopD proteinlerinin ve



20

P-tipi ATPazlarin (Entercoccus hirae’deki cop operonundan kodlanir) iligkili oldugu

bulunmustur (Spain, 2003).

Nikel (Ni): Bakteriler ve S. cerevisiae’de nikelin hiicreye CorA sistemi ile girdigi
bulunmustur. Bununla birlikte CorA sistemi ilk tanimlanmis nikel tagiyici protein ailesi
tiyesidir. Nikel muhtemelen A. eutrophus’un HoxN’inde ve Helicobacter pylori’nin
NixA’sinda histidin artiklarina baglanmistir. Nikel alinimi muhtemelen kemiosmottik
gradiyent ile caligmaktadir. Sasirtici bir sekilde FE.coli’de nikel bir ABC tasiyicisi
tarafindan saglanmis ve bu tasiyici bir periplazmik nikel baglayic1 protein ihtiva
etmektedir. Cogu agir metal katyonlarinda oldugu gibi nikel detoksifikasyonu tagima
ve/veya aymrma ile yapilabilir. S. cerevisiae’de nikel vakuol igerisine atilir ve
muhtemelen vakuol icerisinde histidine baglanir. Vakuol icerisine tasinma bir proton
pompast ATPaz’1 gerektirir, aym1 zamanda bu tarz Ni taginmasi bir kemiozmotik
gradiyent ile de gerceklestirilebilir (Denkhaus ve Salnikow , 2002). En iyi bilinen
nikel direngli bakteri A. eutrophus CH34 1rkidir ve bir RND tasiyici nikel disar1 atim
sistemi ile calisan bir sistem tabanlidir. Tanimlanmis olan iki sistem vardir. Bunlar bir
nikel-kobalt diren¢li Cnr ve bir nikel-kobalt-kadmiyum direngli Ncc’dir. (Schmidt ve
Schlegel, 1994).

Kobalt (Co): Co™ pekcok bakteri hiicresinde CorA sistemi ile hizli bir sekilde akiimiile
edilir. Kobalt konsantrasyonu diisiik oldugu zaman herhangi bir ATP ile ¢alisabilen alim
sistemleri saptanmamustir. Fakat R. eutrophus ve Rhodococcus rhodochrous’da nikel
tagiyan bir sistemin HoxN ile iligskilendirilmistir (Komeda ve ark., 1997). Gram negatif
bakterilerde kobalt direncliligi bir RND tasiyici ile calisan zar boyunca uzanan disari
atim sistemine dayalidir. Kobalt direngliliginin ya nikel ya da c¢inko agir metal
direncliligi ile iliskili oldugu goriilmiistiir (Xiong ve Jayaswal, 1998). CDF protein
ailesi iiyelerinin de kobalt tasinmasinda gorev aldigi bulunmustur. Kobalt, Gram negatif
bakterilerde RND tasiyic1 sistemleri ile okaryot ve Gram pozitif bakterilerde CDF
tastyicilari tarafindan detoksifiye edilir (Schmidt ve Schlegel, 1994).

Mangan (Mn): Mangan, Mg alim sistemi ile A. eutrophus icerisine alindigi

bulunmustur. S. typhimurium’da agir metal katyonlar1 temelde hizli ve spesifik olmayan
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CorA sistemi ve daha yavas ve daha spesifik P-tipi ATP-azlar, MgtA ve MgtB tarafindan
akiimiile edilir ki bu sistemlerin hepsi magnezyum alim sistemleridir. Biitiin sistemler
Mn*?i de tasir, fakat normal kosullar altindaki bakteri hiicreleri, diger mangan tasiyici
sistemlerin yam sira S. cerevisiae’de de bulunan CorA sistemi ile de Mn** tagir.
Manganca kisith sartlar altinda bakterilerdeki mangan alinimi temelde ABC-ailesi

tasiyicilar ile kolaylastirilabilinir (Paulsen ve ark., 1998; Nies, 1999).

Cinko (Zn): Cinkonun yiiksek seviyelerine olan diren¢ hiicre dis1 akiimiilasyon,
metalotiyoneinlerle ayirma, hiicre ici fiziksel ayirim ya da disariya atma tabanli
olusundan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Ayrica, kemiosmotik CDF ve RND
sistemleri ve P-Tipi ATPaz tabanli cinko disartya atim sistemleri bilinmektedir. P-Tipi
ATPaz’lar ¢inkoyu sadece stoplazmik membran boyunca tasirken, Gram negatif
bakterilerdeki RND  sistemlerinde biitiin  hiicre duvart boyunca tasidiklar
disiiniilmektedir (Choudhury ve Srivastava, 2001). S.cerevisae’de 2 ayri ¢inko alim
sistemi mevcuttur. Yiiksek substrat affinitesi gosteren birinci sistem c¢inko eksikligi

yasayan hiicrelerde indiiklenir. (Zhao ve Eide, 1996).

Czc Disart Atum Pompast: Plazmid pMOL czc operonu 3 yapisal genden olusur. Bunlar
CZcC, CzcB ve CzcA’ dir. Bu genlerin iiriinleri kompleks katyon disariya atim
pompasini olusturur (Sekil 3). CzcA, bir CDF proteinidir ve H" gradiyenti ile ¢alisan
pompa olarak rol iistlenir. CzcB, bir MFP proteinidir ki bu muhtemelen iyonlar
peripazmik bosluga birakmaksizin, membranlar boyunca disartya atilmasim
kolaylasgtirmak ve i¢c membran ile dis membran iletisiminde bir role sahiptir. CzcC, bir
OMP proteinidir ve tasimanin dis membran boyunca etkin bir sekilde gerceklesmesinde

rol oynar (Choudhury ve Srivastava, 2001).
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Sekil 3. Czc Disar1 Atim Pompasi (Choudhury ve Srivastava, 2001)

1.3. Agir Metallerle Kirletilmis Atik Sularin Iyilestirme Yéntemleri

Endiistriyel aktivelerin artmas1 cevresel kirlenme problemlerini siddetle
artirmakta (Lalitagauri ve ark., 2000) ve toksik metaller gibi cogu kirleticilerin
birikmesiyle bir¢cok ekosistem bozulmaktadir (Costa ve Duta, 2001; Gazso, 2001;
Teitzel ve Parsek, 2003; Zouboulis ve ark., 2004). Agir metal kirliligi, elektro-
kaplama, otomobil endiistrisi, elektriksel ve elektronik materyallerin iiretilmesi ve
kullanilmasi, batarya, seramik, matbaacilik, frezecilik, plastik {iretimi, pigment,
fotograf, boru, silah, lastik, film ve metalurjik gelismeler sonucu meydana gelir
(Schneegurt, 2001; Malik, 2004; Zouboulis ve ark., 2004; Tawfik ve ark., 2005).
Diger kirleticilerle karsilastirildiginda metallerin daha 6nemli olmasi bu maddelerin
sulu ortamda biyolojik olarak ayrisamamasindan kaynaklanir (flhan ve ark., 2004).
Agir metaller ile kirletilen atiksular, genellikle BOI (Biyokimyasal Oksijen Ihtiyaci)
degeri diisiik ve asidik sulardir (Malko¢ ve Nuhoglu, 2006). Giderek biiyiiyen tehlike

cevrede bulunan agir metaller saglik problemleri meydana getirir ve besin zinciri
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yoluyla yasayan dokularda birikmesi ciddi saglik problemlerini ortaya koyar (Malik,
2004; Zouboulis ve ark., 2004; Chen ve Pan, 2005).

Hemen hemen biitiin metaller; su icinde yasayan organizmalarin yani sira,
maruziyet seviyesi yeterince yiiksekse insanlar i¢in de toksik etki gosterirler. Bu
nedenle insan sagligi ve su ekosistemleri iizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 metal
iyonlar1 cesitli yontemlerle su ve atik sulardan giderilmelidir (ilhan ve ark., 2004).
Cevre mihendisleri ve bilim adamlar1 atiklarin iyilestirilmesi i¢in diisiik maliyetli

uygun teknolojiler gelistirmekle kars1 karsiya kalmislardir (Nourbakhsh ve ark., 1994)

1.3.1. Agir Metallerle Kirletilmis Atik Sularmn Tyilestirilmesinde Kullamlan
Geleneksel Teknikler

Giiniimiizde, endiistriyel sivi atiklardan agir metallerin giderilmesinde cesitli
geleneksel yontemler kullanilmaktadir. Bunlar; kimyasal ¢oktiirme, iyon degisimi,
elektro-kaplama, elektro-koagiilasyon, sementasyon, ters osmoz ve elektro-diyaliz

seklinde siralanabilir (Ahluwalia ve Goyal, 2007).

1. Coktiirme: Sulardaki ppm seviyesindeki toksik agir metalleri uzaklastirmada
en yaygin kullanilan yontemdir. Baz1 metal tuzlar1 suda ¢6ziinmez ve dogru anyon
eklendigi zaman c¢okelme gerceklesir. Yontem maddi olarak uygun olmasina ragmen,
etkinligi diisik pH’da ve diger tuz iyonlarinin varliginda etkili olur. Yontem, diger
kimyasallarin eklenmesini gerektirir ki bu durumun sonucunda ise fazla sulu ¢amur
meydana gelir. Bu camuru yok etme fazla maliyet gerektirir. Kireg, bisulfit veya iyon
degisimi ile ¢oktiirmenin Ozgiinligli yoktur ve diisiik konsantrasyonlu metal iyonlarini

uzaklastirmak icin etkisizdir.

2. Iyon-degisimi: Iyon-degisimi, endiistrilerdeki atik sulardan agir metallerin
uzaklastirilmasinda basarili bir sekilde kullanilan diger bir metodtur. Diger metodlar ile
kiyaslandiginda nispeten pahali olmasina ragmen, genis hacimlerle calisilabilmekte ve
ppm seviyesindeki agir metallerin uzaklastirilmasinda kullanmilmaktadir. Bir iyon-

degistirici, ya katyonlar1 ya da anyonlan cevrelerindeki metallerle degistirme yetenegi
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olan bir maddedir. Iyon-degisimi icin genelde kullanilan matriksler sentetik organik
iyon degistirici reginelerdir. Bu yontemin dezavantaji, atik sulardaki organik ve diger
katilar tarafindan matriksin kolayca kirlenmesinden dolayr konsantre metal
cozeltilerinin kullanilamamasidir. Buna ilaveten iyon-degisimi secici degildir ve pH’ya

oldukg¢a fazla duyarhdir.

3. Elektro-kaplama: Bu yodntem madencilikte ve metalurjik endiistriyel
islemlerde siiziintiilerin kiimelenmesi ve asit maden drenajinda yaygin olarak kullanilir.
Metallerin uzaklagtiritlmast ve geri kazanimi i¢in metal transformasyonu ve elektrik-
elektronik endiistrisinde de kullanilir. Ag, Au, Cd, Co, Cr, Ni, Pb, Sn ve Zn gibi atik
sularda bulunan metaller ¢oziinmeyen anotlar kullanilarak elektro-depozisyon yoluyla

tyilestirilebilir.

4. Elektro-koagiilasyon: Metalleri soliisyonlardan uzaklastirmak icgin elektrik
akiminin kullanmldig1 elektrokimyasal bir yaklasimdir. Elektro-koagiilasyon sistemi
¢Oziinmeyen metallerin, tanenlerin ve boyalarin uzaklastirilmasinda etkilidir. Atik
sularda bulunan kontaminantlar elektriksel yiiklenme tarafindan ¢o6zeltilerde muhafaza
edilirler. Bu iyonlar ve diger yiiklenmis partikiiller elektro-koagiilasyon sistemi yoluyla
z1t elektrik yiiklii iyonlarla nétralize olduklar1 zaman, sabit bir formda ¢okelir ve sabit

kalmaya baglarlar.

5. Sementasyon: Elektrokimyasal mekanizmay1 kapsayan bir baska ¢oktiirme
metodudur. Bu metod ¢ozeltilerdeki yiiksek oksidasyon potansiyeline sahip bir metalin
ornegin; Fe(0)’in ferrus (II) iyonuna oksidasyonu gibi daha diisiik oksidasyon
potansiyeline sahip bir metalle yer degistirmesidir. As, Cd, Ga, Pb, Sb ve Sn’de oldugu
gibi Ag, Au ve Pb gibi soy metallerle sementasyon yoluyla bakir en fazla siklikla

ayristirtlandir.

6. Ters-ozmoz ve elektro-diyaliz: Seyreltik atik sulardan metal iyonlarinin
iyilestrilmesinde yar1 gecirgen membranlarin kullanimini igerir. Elektro-diyalizde segici

membranlar elektrolit hiicreler icerisindeki elektrotlar ve devam eden elektriksel akim
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altindaki alan iyon gocii arasina yerlestirilmistir ki buras1 metallerin geri kazanimini

saglar (Ahluwalia ve Goyal, 2007).

Bu geleneksel metotlar ile ortamda bulunan metaller tam olarak
giderilemeyebilir (Hussein ve ark., 2004; Liu ve ark., 2004). Bunun diginda bu
tekniklerin; pahali olusu, ekipman ve takip sistemleri gerektirmesi, fazla kimyasal ve
enerji ihtiyacinin olmasi, toksik camur ve diger atik iiriinler olusturmasi, aritim
siireglerinin zorluklar igermesi, aritim verimliliginin diisitk olmasi gibi dezavantajlar
vardir (Costa ve Duta, 2001). Bu yiizden daha diisiik maliyet ve ¢evreye daha az zararl
biyoteknolojilerin kullanimlarin1 gerektirir (Gupta ve ark., 2000; Wightman ve ark.,

2004).

1.3.2. Agir Metallerle Kirletilmis Atik Sularm Iyilestirilmesinde Kullanilan
Biyolojik Teknikler

Cevre biyoteknolojisi, ¢evre kalitesini gelistirmek i¢in mikroorganizmalara
basvuran bir tekniktir. Biyoremidiasyon, toksik kimyasallarin ve diger zararli atiklarin
birikmesiyle sonuclanan c¢evresel zararlari azaltma ya da elimine etmek icin
organizmalarin kullanilmasidir. Bu teknoloji, organik ve inorganik bilesimlerin
dontigiimleri i¢cin dogal olarak olusan ya da genetik miihendisligi tarafindan genetigi
degistirilmis mikroorganizmalan kullanma temelleri iizerine kurulmustur. Biyolojik

metodlar, fiziksel ve kimyasal tekniklerle yaris icerisindedir (Gazso, 2001).

Sucul sistemlerdeki agir metal kirliligi giiniimiizde ciddi bir tehdit edici sorun
olusturmaktadir (Gupta ve ark., 2000). Son zamanlarda yapilan calismalarda,
mikroorganizmalarin cevreyi kirleten metallerin temizlenmesinde biiyiikk bir rol
oynayabilecegi bulunmustur (Costa ve Duta, 2001; Boyanov ve ark., 2003; Spain,
2003). Bundan yola c¢ikarak son yillarda agir metal igeren atiksularin aritiminda
biyolojik yontemlerin; etkili, pratik ve ekonomik olmalari nedeniyle konvansiyonel
fiziksel-kimyasal aritim yontemlerine tercih edilmekte ve bilimsel arastirmalar bu yonde

agirlik kazanmaktadir. Biyolojik siireclerle metal aritimi, 6zellikle mikrobiyal hiicrelerle
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yapilan metal biyosorbsiyonu etkili ve alternatif bir teknoloji olusturacak giictedir

(Costa ve Leite, 1991; Scott, 1992; Yazgan ve ark., 1993;Gupta ve ark., 2000).

Tarihin erken donemlerinden beri mikroorganizmalar metaller ile birlikte var
olmuslardir. Metaller, pek cok enzimin aktif merkezlerinde yer almaktadir. Metalin
kimyasal ozellikleri anahtar reaksiyonlarin katalizasyonunda veya protein yapisini
korumada uygunluk arz eder. Bu metaller bu nedenle normal hiicre metabolizmasi i¢in
diisiik miktarlarda gereklidir ve alimlan asir1 degil de yeterli edinimi saglayan karisik
homeostatik mekanizmalara tabidir. Diger pek cok metal biyolojik ac¢idan uygun
olmayan islevler goriir ve toksik etki yaparlar. Biyolojik sistemler metallerin dogadaki
kalimlilig: tizerinde bir etkiye de sahiptir; ya metaller biyolojik sistemlerde immobilize
edilerek etkisiz hale getirme, mobilize edilerek faydali hale getirme ya da daha toksik

formlara doniistiirme potansiyeline sahiptir (Valls ve Lorenzo, 2002).

Kirleticilerin ortadan kaldirilmasi i¢in biyolojik tekniklerin 3 ana avantaji vardir.
Birincisi, islemler kontamine olmus bolgelerde in situ olarak uygulanabilir. ikincisi ise,
biyolojik islem teknikleri genellikle ¢evre dostudur (ikinci bir kirlilik olusturmaz) ve

tictincii olarak, maliyet acisindan uygundur (Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Biyolojik substratlarin temel avantajlari; aktif baglanma bolgeleri cesitliligi,
kiigiik ve tek bicimli boyutlari, genis yiizey alanlarina sahip olmalari, ve iyon-degistirici
recinelerden daha az biyolojik substrat gerektirmesi seklinde siralayabiliriz (Madrid ve

Camara, 1997).

Mikroorganizmalarda metal baglanmasi, mikrobiyal biyokiitlenin yiizeyine
metal difiizyonu ile baglayarak aktif ve pasif tasima mekanizmalarinin bir
kombinasyonunu kapsar. Farkli biyolojik metodlar arasinda biyoakiimiilasyon ve
biyosorpsiyonun, metallerin ortadan kaldirilmasi i¢in iyi bir potansiyele sahip oldugu
gosterilmistir  (Zouboulis ve ark., 2004). Literatiir taramasina baglh olarak
biyoakiimiilasyon ve biyosorpsiyon terimleri biyokiitle’nin durumuna gore

kullanilmistir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008).
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Metal akiimiilatif biyosiirecler genelde iki genis kategoriye ayrilmaktadir:

a) Canl hiicreleri uygulayarak biyoakiimiilasyon ve
b) Canli olmayan biyokiitle kullanarak biyosorpsiyon (pasif alim)
(Zouboulis ve ark., 2004).

1.3.2.1. Biyoakiimiilasyon

Biyoakiimiilasyon; canli hiicrelerin  gerceklestirdigi bir olgu olarak
tanimlanmistir. Tam olarak biyoakiimiilasyon canli hiicreler tarafindan toksik
maddelerin alimi1 olarak tanimlanabilir. Toksik bilesikler hiicre igerisine tasinabilir,
hiicre icerisine akiimiile edilebilir, hiicre membran1 boyunca gecebilir ve hiicrenin
metabolik dongiisiine katilabilir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008). Biyoakiimiilasyonda,
biyolojik materyal olarak alg, mantar, maya ve bakteriler kullamilmaktadir (Malik,

2004).

Biyoakiimiilasyonda, metal alinim1 ilk asamada ¢ok hizli bir sekilde cereyan
etmekte ve bu olayda metal iyonlarinin hiicre duvarlarina temas eder etmez hemen
yiizey adsorbsiyonu ile mikroorganizmalarin hiicre yiizeyine baglandigini
gostermektedir.  Yiizey almimim takiben ikinci metal baglama asamasi
gerceklesmektedir. Bu asama yavas cereyan etmekte ve metaller hiicre membraninin
transport Ozelligine bagl olarak stoplazmaya ge¢mektedirler. Sitoplazmadaki metaller
ise ¢oziinmez formda tutulmaktadir (Volesky ve ark., 1993). Bu baglanma siirecinde de
polisakkaritlerin 6nemli rolii vardir. Neticede metallerin inter ve intrafibriller,
parakristalin bolgeler, proteinler, RNA ve polifosfatlar, vakuoller gibi formlarda ve
hiicre yapilarinda alinima ugramaktadir. Genelde hiicre duvarlarina metal baglanmasi
hizli ve yiiksek verimlilik gosterirken hiicrenin stoplazmasindaki bolgelerde

(sitosoluble) cok yavas ve diisiik verimliliktedir (Saglam ve Cihangir, 1995).

Metal biyoakiimiilasyonunu etkileyen faktorler cok cesitli olup, bunlardan;

ortam pH’s1, baslangi¢c metal konsantrasyonu, besi ortaminin ¢esidi, kiiltiiriin yas1 ve 1s1
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degisiklikleri gibi faktorler ilk siralarda yer almaktadir (Srinath ve ark., 2002; Malik,
2004; Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Canl1 hiicre sistemleri tarafindan biyo-alim mekanizmalarinda, sistemin ekstrem
pH, yiiksek metal konsantrasyonu gibi faktorlere duyarliligi ve dis metabolik enerji
gereksinimleri gibi belli kisitlamalar s6z konusudur (Donmez ve Aksu, 2001). Bununla
birlikte bu tarz problemlerle; irk se¢imi ve karbon kaynagi olarak organik atik kullanimi
sirasinda karsilasilabilir. Metal direncli soylarin izolasyonu ve seciminde, kullanilan
canli hiicre sisteminin birincil kisitlamasinin iistesinden gelme en onemli hedeflerden
biri olmalidir. Direngli hiicrelerin birgcok metale baglandigi diisiiniiliir ki bu metaller
etkin bir islemin gelistirilmesi i¢in artmig biyo-¢oktiirme ve/veya hiicre i¢i akiimiilasyon
icin bir 6n gereksinimdir. Daha iyi metal biyosorpsiyonu, biyoakiimiilasyonu ve
biyocokeltimi kapasiteleri igin tek bir tiire bagl kalmaktan ziyade, ¢oklu tiir kullanimi
daha iyi bir yaklasim olabilir. Coklu tiir birlikteligi, yiiksek pH ve yiiksek metal
konsantrasyonu gibi endiistriyel atik sulardaki ekstrem sartlara daha iyi dayanabilirler

(Pumpel ve ark., 2001).

Daha fazla direngli ve verimli soylan iiretmenin diger pratik yollarindan biri
hiicrelerin devamli olarak yiiksek konsantrasyonlarda agir metallere adaptasyonu ile
gerceklestirilir. Donmez ve Aksu (2001), Candida tiirlerini Cu ve Ni eklenmis gelisim
ortamindaki seri On kiiltiirler ile Cu ve Ni’e adapte etmislerdir. Adapte hiicreler yiiksek
metal konsantrasyonunun varliginda adapte olmayanlara gore daha iyi gelistiklerini
gostermislerdir. Hatta adapte olan hiicreler tarafindan 6zel metal alim kapasitesinin ve
% metal uzaklagtirnlmasinin, tiim test edilen konsantrasyonlarda adapte olmayan
hiicrelerinkinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar, adaptasyon
mekanizmalalarim1 tam olarak ortaya koyamamalarina ragmen, metalotiyonein veya
diger bakir baglayan proteinlerin daimi sentezinden ya da genetik diizenlenisteki
adaptasyon faktorlerinden birinin degisikligiden bahsetmislerdir. Hatta gelisen hiicre
sistemlerinde yeterli enerji rezervinin varligi, vakuol igerisine metalin aktif taginimini

kolaylastirdigim da gostermislerdir.
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Metal akiimiilasyonunun cesitli mekanizmalar akiimiile edilmis olan {iriinlerin
farkli lokalizasyonlarda gerceklestigi aciktir. Bu mekanizmalardaki cesitlilikler
mikroorganizmalarin maruz kaldiklart cevresel kosullarin toksik etkilerinin yanisira
konsantre edilen metalin toksisitesini de azaltir. Genelde gozlenme ihtimali diisiik olan
kisa siireli biyosorpsiyon caligsmalari, hiicre i¢i akiimiilasyonu geciktirmistir. Bu tarz
calismalarin pek ¢ogu metalin yiizeye adsorpsiyonu ile sonug¢lanir. Bununla birlikte,
canli hiicreler tarafindan metalin ortadan kaldirilmasim gosteren calismalar genellikle
metabolik olarak intraselliiler akiimiilasyonla iligkili olarak gerceklesirler. Son
calismalar gelisen hiicrelerin hiicre ici detoksifikasyon mekanizmalar ile metalleri
ortadan  kaldirabildigini  kamitlamisti. ~ Bu  gercekler, gelisen hiicrelerin

biyoremidiasyonda uygulanmasi sirasinda ortaya ¢ikarilmistir (Malik, 2004).

Yine canli hiicrelerle metallerin alinim siirecinde bir¢ok mikroorganizmanin
metal baglayic1 proteinler sentezledikleri rapor edilmektedir (Costa ve Leite, 1991;
Yazgan ve ark.,1993). Bu sentezin, agir metalleri detoksifikasyon mekanizmas1 geregi
yapildigi saptanmistir. Yapilan ¢alismalar metal derigimlerinin artisina paralel olarak
metal-baglayic1 proteinlerin arttigin1 gostermektedir. Metallerin her iki tip aliminda bu

ozgiil diisiik molekiiler agirlikli proteinlerin 6nemi biiyiiktiir (Han ve ark., 1992).

Ekstraseliiler polimerik maddelerin de yiiksek metal akiimiilasyonu potansiyeli
ile metal iyonlarina segici olarak baglandigi gosterilmistir. Bununla birlikte bu yapilarin
varligi bakterinin tiirline ve iireme kosullarina baglidir. Bu polimerler anyonik
potansiyele sahiplerdir ancak metal katyonlarina baglamirlar ve bazi durumlarda
kapsiiliin yapisina katilir ya da hiicre etrafinda ¢okelerek azalirlar (Yee ve Fein 2000).
Bakteriler tarafindan sentezlenen ekstraselliiler polisakkaritler ayni zamanda cesitli
katyonlarin toksisitesine kars1 direngte de gorev alir. Bu tarz bakteriler genis
cesitlilikteki metalleri akiimiile etme egilimindedir (Srinath ve ark. 2002).
Ekzopolisakkaritler ile metal katyonlar1 arasindaki etkilesimden, ekzopolisakkaritlerin

yapisinda yer alan asidik fonksiyonel gruplar sorumludur (fyer ve ark., 2005).
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1.3.2.2. Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon, ©lii ya da inaktif biyolojik materyaller tarafindan toksik
maddelerin alinimi olarak tanmimlanabilir. Bu tamimla birlikte genellikle biyosorpsiyon
olgusu daha cok olii biyokiitle ile ozdeslestirilmektedir (Vijayaraghavan ve Yun,
2008). Biyokiitle bu durumu biyolojik kokenli bir iyon degistirici olarak ya da kimyasal
madde gibi rol alarak gostermektedir. Biyosorpsiyon, pek¢ok metabolizmadan bagimsiz
calisan islemlerdir. Bu islemler temelde hiicre duvarinda gerceklesmektedirler

(Ahluwalia ve Goyal, 2007).

Simdiye kadar bu alanda yapilan caligmalarda, metalce kontamine olmus
atiklardan kontaminantlarin uzaklastirilmast i¢in alternatif bir fikir ileri siiriilmiistiir.
Metallerle biyosorbsiyon siirecinin temelde iki hedefi vardir. Birincisi altin, giimiis ve
platin gibi ticari degere sahip paslanmaz metallerin geri kazanimini; ikincisi ise canli
sistemleri ve gevresi icin ¢ok kiigiik derisimlerde bile son derece toksik olan civa, bakar,
demir, kursun, krom, kadmiyum, nikel ve cinko gibi agir metallerin kirli sulardan
uzaklagtirnlmasidir. Arntim sistemlerinde, 6zellikle biyolojik aritim siireclerinde
mikroorganizmalarin kullanilmasi aritimin daha etkili ve randimanli yapilmasini da

saglayacaktir (Costa ve Leite, 1991).

Karmagik ve ¢ok az anlagilmis olan metal alim mekanizmasi; organizmalarin 6lii
veya canli olusuna, mikroorganizma cesidine ve elementlerin tiiriine baghdir (Madrid
ve Camara, 1997). Sekil 4’de 6lii ve canli hiicrelerin metal sorpsiyon mekanizmasi

goriilmektedir.

Olii veya inaktif hiicrelerdeki metal biyosorpsiyonu, énemli bolgeler olan hiicre
duvarinda metabolizmadan bagimsiz olarak gergeklesir. Metabolizmadan bagimsiz
biyosorpsiyon islemleri genellikle hizhidir. Metal iyonlarn1 hiicre duvar
biyopolimerlerinde bulunan kimyasal gruplarla etkilesime girerek sulu c¢ozeltilerde
hiicre yiizeyine absorbe olurlar. Hiicre duvarn cesitli polisakkaritleri, lipidleri ve
proteinleri icerir ve bundan dolay1 metal iyonlarimi baglama kapasitesine sahip cesitli

aktif bolgeler sunar (Madrid ve Camara, 1997).
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indirgenme ve viikselizenme

Sekil 4. Metal Iyilestirme Mekanizmasi (Madrid ve Camara, 1997)

Alg, bakteri, siyanobakteri ve fungus gibi farklt mikroorganizma gruplar
arasindaki hiicre duvar1 kompozisyonunca farklar, kendilerine baglanan metal
iyonlarinin miktar1 ve tipleri agisindan da farkliliklar arz eder (Gupta ve ark., 2000).
Hiicre duvarindaki muhtemel baglanma bolgeleri; amin, amit, imidazol, hidroksil,
karboksilat, fosfat, tiol, tioeter, siilfat, siilfidril ve diger fonksiyonel gruplan igerir
(Crist ve ark., 1981; Gupta ve ark., 2000; Al-Qunaibit ve ark,
2005;Vijayaraghavan ve Yun, 2008). Bu metal baglamada gorev alan gruplarin
fonksiyonu modifikasyon ya da engellemeler kullanilarak ortaya ¢ikarilabilir (Tobin ve
ark., 1990; Gupta ve ark., 2000). Karboksil gruplarinin alglerde Cu ve Al baglamada
gorev aldigr diisiiniilmektedir. Karboksil grup modifikasyonlar1 B. subtilis tarafindan
gerceklestirilen metal aliniminda belirgin bir azalmaya neden olmustur. B. subtilis’te
teikoik asit ve B. licheniformis’te teikoik asitin yaninda teikronik asitin metal baglamada

gorev alan birincil alan oldugu bulunmustur (Gupta ve ark., 2000).

Metal baglamanin en az iki basamakli siirecte gerceklestigi goriiliir. Bunlardan

ilk basamak, hiicre duvarindaki reaktif kimyasal gruplar ve metal arasindaki
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stokiometrik etkilesimi icerir. Ikinci basamak ise metal ya da metallerin depolanmasidir

(Saglam ve Cihangir, 1995; Gupta ve ark., 2000).

Pek ¢ok arastirici biyosorpsiyondan sorumlu mekanizmalari agiklamislardir. Bu
mekanizmalarin muhtemelen iyon degisim, fiziksel ve/veya kimyasal adsorpsiyon,
kompleksasyon, koordinasyon, elektrostatik etki, kovalent baglanma, Van der Waal’s
kuvvetleri, selatlama ve mikrocokelme islemlerinin bir ya da daha fazla kombinasyonu
ile gerceklestigini aciklamislardir (Breierova ve ark., 2002; Chatterjee, 2006; Mack
ve ark., 2007).

Cd biyosorpsiyonu bakimindan Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler
karsilastirlldiginda, Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarmin dig yiizeyinde
glikoproteinlerin Cd i¢in daha fazla baglanma bolgesine sahip oldugu goriilmiistiir.
Peptit omurgasinin amino ve karboksil gruplarinin azot ve oksijeni Pb, Cu ve Cr gibi
metal iyonlan ile baglanmada bir koordinasyon saglar. Bu tarz baglanma olusumu
protonlarin ayrilmasi ile basarilir ve pH tarafindan belirlenen protonlanmanin boyutuna

baghdir (Gourdon ve ark., 1990) .

Streptomyces pilosus’un hiicre duvart peptidoglikanlarinin karboksil gruplarinin
bakir baglamadan sorumlu oldugunu ve aymi zamanda amin gruplarinin ise metal
iyonlarini ortadan kaldirilmasinda ¢ok etkin oldugu gosterilmistir. Amin gruplar1 sadece
katyonik metal iyonlarin1 selatlamazlar ayni zamanda elektrostatik etkilesim ya da
hidrojen baglart ile anyonik metal tiirlerini de adsorbe ederler (Golab ve Breitenbach

1995).

Yapilan pek cok calismada metal baglamada bir iyon degisim olgusu oldugu
onerilir. Daha once yapilan calismalarda, Spirullina platensis’e Cu*, Pb*%, Zn**, Ni*%,
Ccd*” ve Cr* baglanmasinin bir iyon degisim reaksiyonu ile gerceklestigi tespit
edilmistir. Benzer sonuglar, Sargassum fluitans’in protonlanmis biyokiitlesi tarafindan

Cd, Cu ve Zn’nun baglanmasinda da elde edilmistir (Schiewer ve Volesky, 1995).
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E. coli K12’de peptidoglikanin, metal ya da metallerin pek ¢ogunun en énemli
baglayicisi oldugu bulunmustur. Bunun yaninda karboksil gruplarinin da metal
baglamaya katkida bulunan birincil bilesenler oldugu gosterilmistir. Lipopolisakkarit ve
fosfolipitlerin fosforil gruplarmin E. coli dis membranindaki metal katyonlarmin en
uygun baglandig bolgeler oldugu kanmitlanmistir. E. coli K12 nin saflastirilmis saf hiicre
kiliflarinda toplanan metalin pek c¢ogunun membran bilesenlerinin polar bag
bolgelerinde oldugu ya da peptidoglikan iizerinde oldugu goriilmiistiir. Streptomyces
longwoodensis’de fosfat bolgelerinin uranyum baglamada birincil bolgeler oldugu
gosterilmistir. Funguslarda Rhizophus arrhizus tarafindan uranyum alim mekanizmasi
iyi calisilmistir. Uranyum biyosorpsiyonunda kitin kristallerinin amin azotlar1 gérev alir
ve bir dizi olay sonucu gerceklesir. Funguslar iizerinde yapilan diger caligmalarda PO,
ve COO’ gruplarinin birincil baglanma bolgeleri olarak rol aldigi gosterilmistir (Gupta

ve ark., 2000) .

Citrobacter sp’de essiz bir metal alim mekanizmasi rapor edilmistir. Gliserol 2-
fosfat eklenmesiyle Citrobacter sp.’nin U*®, Cd*, Cu** ve Pb**’nin ¢ok yiiksek oranda
ortamdan uzaklastirdigi gosterilmistir. Alim mekanizmasi fosfat tabanli gliserol 2-
fosfat’n HPO4>’e yikimuni igerir ve bunun sonucunda metallerin ¢oziinmez metal-
fosfat olarak (6rnegin Cd-HPO, gibi) ¢okeldigi gosterilmistir (Schiewer ve Volesky,
1995).

Mikrobiyal biyokiitlelerin kompleks dogasindan dolay1 bunlarin metal baglama
mekanizmalart 1iyi anlasilamamistir. Bununla birlikte metal ya da metallerin
lokalizasyonu, elektron mikroskobu ve X-ray enerji dispersiyon analizi kullanilarak
aydmlatilmaya calisilmaktadir. Kimyasal analiz i¢in X-ray fotoelektron spektroskopisi
atomlardaki ya da molekiillerdeki baglanma enerjilerini ortaya koymak icin nispeten
yeni bir tekniktir. Bu teknik denge yiiklerinin dagilimina dayanir ve boylelikle bir atom

ya da iyonlarin oksidasyon durumu hakkinda bilgi verir (Ahluwalia ve Goyal, 2007).
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1.3.2.2.1. Olii Biyokiitle ile Biyosorpsiyonun Avantajlar1 ve Dezavantajlar

AVANTAJLARI:

Biyosorpsiyon biiylimeden bagimsizdir ve Olii  biyokiitle hiicreleri toksik
sinirlanmaya maruz kalmaz. Besiyeri ortaminda hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in pahali
besinlere gerek yoktur. Boylece, besin eklenmesi ya da olusan metabolik iiriin

problemi mevcut degildir.

Fermantasyon endiistrilerinden fermantasyondan sonra ortaya ¢ikan atiklar

biyokiitle olarak kullamlabilir.

Yontem canli mikrobiyal hiicrelerin fizyolojik kisitlanmalari tarafindan yonetilmez.

Olii biyokiitlenin bir iyon degistirici gibi davranmasindan dolayi, islem oldukca
hizhidir ve birka¢ saat ile birka¢ dakika arasinda gerceklesir. Biyokiitle iizerine
metalin yiiklenmesi siklikla cok yiiksektir ve bu durum ¢ok etkin metal alinimiyla

sonuglanir.

Hiicreler 6li oldugu i¢in, pH, sicaklik ve metal konsantrasyonunun genis araliginda

calismak miimkiindiir. Bu islemler i¢in aseptik kosullara gereksinim duyulmaz.

Eger metalin miktar1 ve degeri kazanim i¢in Onemli ise ve eger biyokiitle ¢ok ise
metal yiiklii biyokiitle yakilabilir ve daha ileriki asamalara gerek kalmaz, boylelikle

metalin geri birakinimi ve geri kazanimi miimkiin olabilir.

Atk sulardaki agir metal konsantrasyonlarimi c¢ok diisiikk seviyelere indirgeme
etkinligine sahiptirler, bol miktarda kolayca iiretilebilirler ve ekonomik biyosorbent
materyalleri kullanilabilir. Bu biyosorbentler, metal iyonlarinin giderilmesinde
yiiksek secicilige sahiplerdir. Ayrica bu yontem ile ¢ok seyreltik sulardan bile

kirleticiler etkili bir sekilde giderilebilmektedir.
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Biyosorpsiyon yonteminin diger avantajlar1 ise bu yontemin yerinde uygulanabilen
bir yontem olmasi, ¢ok 0zel dizaynlar ve endiistriyel islemler gerektirmemesi ve
bir¢cok sistemle ekonomik bir sekilde birlestirilebilmesidir (Stanley ve Ogden,
2003; Bayramoglu ve ark., 2005; Tewari ve ark., 2005; Ahluwalia ve Goyal,
2007).

DEZAVANTAJLARI:

Metalin baglandigr bolgeler isgal edildiginde erken doygunluk problemi
gerceklesebilir ve bu durumda daha ileriki uygulamalar 6ncesi desorpsiyon

gerceklestirilmesi gerekir.

Hiicrelerde metabolizma olmadig i¢in, biyolojik yontemin gelistirilme potansiyeli
stmrlidir. On biiyiitme esnasinda meydana gelen adsorbe edici ajan iiretimi igin
biyosorbentin karakteristigi iizerinde herhangi bir biyolojik kontrol mevcut degildir.
Bu durum, eger fermantasyon iinitesinden elde edilen atik biyokiitle kullanilacak ise

ortaya cikacaktir.

Metal denge durumunu, 6lii biyokiitle kullanildig1 icin biyolojik olarak degistirmek
miimkiin degildir. Ornegin az ¢oziinen veya organometalik bilesiklerin yikimi icin
herhangi bir metal denge durumunda biyolojik degistirici potansiyeli yoktur
(Ahluwalia ve Goyal, 2007).
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1.3.2.2.2. Biyoakiimiilasyon ile Biyosorpsiyon Arasindaki Farklar

Biyosorpsiyon genellikle diisiik maliyetlidir. Kullanilan biyosorbentlerin biiyiik bir
kismi1 endiistriyel, tarimsal ve diger tip atik biyokiitlelerdir. Biyoakiimalasyonda ise
maliyet genellikle pahahdir. Islem canli hiicre gerektirir ve bu nedenle bakimi

maliyet gerektirir.

Biyosorpsiyonda soliisyonun pH’st biyokiitlenin alim kapasitesine kuvvetli bir
sekilde etki eder. Bununla birlikte islem genis pH araliklarinda yiiriitiilebilir.
Biyoakiimiilasyonda ise alima ilaveten ekstrem pH kosullart altinda gelisen

hiicrelerin kendileri de kuvvetli bir sekilde etkilenir.

Biyosorpsiyonda hiicreler inaktif olduklar icin, sicaklik islemi etkilemez. Aslinda
bazi arastiricilar sicaklifin  artmasiyla alimin arttifini  rapor etmislerdir.

Biyoakiimiilasyonda ise sicaklik ciddi bir sekilde islemi etkiler.

Biyosorpsiyonda  biyokiitlenin = saklanmas1 ve depolanmasi kolay iken

biyoakiimiilasyonda kiiltiiriin bakimi i¢in dis metabolik enerji gereklidir.

Biyosorpsiyonda secicilik zayiftir. Bununla birlikte; biyokiitlenin islenmesi veya
modifikasyonu ile secicilik gelistirilebilir. Biyoakiimiilasyonda ise bu secicilik daha

iyidir.

Biyosorpsiyonda cok yonliiliikk var. Baglanma bolgeleri, iyonlarin cesidine gore
degisir. Biyoakiimiilasyonda ise cok fazla degisken degildir ve yiiksek metal/tuz

konsantrasyonlarinda etkilenme egilimindedir.

Biyosorpsiyonda alim seviyesi cok yiiksektir. Bazi biyokiitlelerin toksikantlari
yaklagik  olarak  onlarin  agirligt  kadar tuttugu  rapor  edilmektedir.
Biyoakiimiilasyonda ise gelisen hiicreler yiiksek toksikant miktarina duyarh

olduklart icin, alim genellikle diistiktiir.
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8. Biyosorpsiyonda alim genellikle hizlidir. Biyosorpsiyon mekanizmalarinin biiyiik
bir kism1 hizhdir. Biyoakiimiilasyonda intraselliiler akiimiilasyon zaman gerektirdigi

icin, alim genellikle biyosorpsiyona gore daha yavastir.

9. Biyosorpsiyonda toksikant ilginligi uygun kosular altinda yiiksektir.

Biyoakiimiilasyonda kirleticinin toksisitesine baglidir.

10. Biyosorpsiyonda biyosorbent yiiksek olasilikla tekrar elde edilebilir ve muhtemelen
bircok kez yeniden kullanilabilir. Biyoakiimiilasyonda toksikantlar hiicre ici

akiimiile olduklari i¢in tekrar kullanmak cok diisiik limitlidir.

11. Biyosorpsiyonda uygun geri alim sivisinin se¢imiyle toksik bilesik muhtemelen geri
kazanilir. Cogu ornekte asidik veya alkalin soliisyonlar toksikantlarin uygun bir
ortamdan geri kazanimi i¢in ispatlanmistir. Biyoakiimiilasyonda toksik bilesik geri
kazanilabilse dahi biyokiitle bir daha kullanilamaz (Vijayaraghavan ve Yun,

2008).

1.3.2.2.3. Metal Biyosorpsiyonunda Kullamlan Biyokiitle Cesitleri

Baz1 mikroorganizmalarin metalleri akiimiile etme yetenegine sahip oldugu
1980’lerin ilk yillarinda ortaya konmustur. Toksikolojik bakis agisiyla pek ¢ok arastirma
yayinlanmistir, fakat bu arastirmalar canli hiicrelerin aktif metabolizmasindan
kaynaklanan akiimiilasyonun, mikrobiyal hiicrelerin metabolik aktiviteleri iizerine
metallerin etkileri ve gida zincirindeki akiimiilasyonun sonuglar1 ile ilgiliydi

(Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Ancak daha sonra yapilan pek ¢ok arastirma, inaktif/6lii mikrobiyal biyokiitlenin
pasif bir sekilde ¢esitli fizikokimyasal mekanizmalarla metallere baglanabildigini ortaya
cikardi. Bu yeni bulgularla birlikte biyosorpsiyonla ilgili ¢aligmalar, metallerin
uzaklastirllmasi i¢in Onerilen farkli orjinli bircok biyosorbentin bulunmasiyla ivme

kazanmaya basladi. Arastirmalar biyosorpsiyonun sadece biyokiitlenin kimyasal
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kompozisyonuna veya tipine bagli olmadigin1 ayn1 zamanda dis fizikokimyasal faktorler

ve soliisyonun kimyasina da bagli oldugunu gostermistir (Ahluwalia ve Goyal, 2007) .

1985°’ten itibaren bazi1 biyokiitle cesitlerinin metal baglama kapasitelerinin
degerlendirilmesi hiz kazanmistir. Metal biyosorbsiyonunda etkin olarak kullanilacak
biyolojik molekiiller, oldukg¢a genis bir spektruma sahiptir (Sekil 5). Baz1 biyosorbentler
belirli 6nceligi olmadan agir metallerin biiyilk miktarin1 baglayabilir ve biriktirebilir,
oysaki bazilart belirli metal tipleri i¢in spesifiktir (Regine ve Volesky, 2000). Metal
uzaklagtirilmas1 icin temelde kullanilan biyosorbentler; bakteriler, funguslar, maya,
algler, endiistriyel atiklar, tarimsal atiklar ve polisakkarit materyallerdir (Regine ve

Volesky, 2000; Wang ve Chen, 2006) .
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Sekil 5. Biyolojik Materyallere Genel Bir Bakis (Madrid ve Camara, 1997)
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Metal biyosorpsiyonu igin biyokiitle seciminde, biyokiitlenin kokeni hesaba
alimmas1 gereken en 6nemli faktordiir. Biyokiitle; yiyecek, siit ve nisasta gibi endiistri
dallarinin fermantasyon atiklarindan veya aktif camurdan elde edilebilir. Ayrica dogal
ortamlardan gelen organizmalar (bakteri, maya, mantar ve alg) iyi biyokiitle
kaynaklaridir. Biyosorpsiyon amacgh oOzellikle kiiltiirii yapilan hizli  biiyliyen
organizmalar (deniz yosunlar1) biyosorbent olarak kullanilabilir (Regine ve Volesky,

2000; Alluri ve ark., 2007).

Mikrobiyal kaynaklarin disinda yiin, piring, cilek, hindistan cevizi kabugu, atik
kahve, yosun, atik cay, ceviz agaci kabugu, keten tohumu kabuklar1, bugday kepegi, sert
kereste testere tozu, soya fasulyesi kabuklar1 gibi tarimsal iiriinlerin iyi birer biyokiitle

kaynag1 olduklar1 kanitlanmistir (Alluri ve ark., 2007) .

Ayrica bazi sucul bitkilerden FEicbbornia crassipes, Ipomoe aquatica, Iris
pseudocorus, Azolla pinnata, Lemna minor L. ve Salvina molesta metal biyosorbsiyonu
yeteneklerine sahiptir. Yine Lycopercicon escu/entum (domates) ve Nicotiana tobaccum
(tiitiin) gibi bitkiler de metal birikimi yapabilmektedir (Jain ve ark., 1990; Sen ve
Mondal, 1990;Volesky ve ark, 1993).

Bununla birlikte, deniz yosunu, alg, mantar, maya ve bakteriler ile yapilan
biyosorpsiyon caligmalar1 timit vericidir (Regine ve Volesky, 2000; Alluri ve ark.,

2007)

Deniz yosunu ve Algler: Son zamanlarda diger bir biyosorbent olan deniz yosunu
onem kazanmaya baslamistir (Regine ve Volesky, 2000; Davis ve ark., 2003). Deniz
algleri, deniz yosunu olarak bilinirler ve diinyanin biiyiik bir kisminda mevcut olan
biyolojik kaynaklardir. Deniz yosunlar1 deniz bentik alglerinin genis bir grubudur. Genis
yiizey alanlarindan dolay1 biyosorpsiyon igin bircok avantaja sahiptir. Bu ozellik
biyosorpsiyon islemi i¢in uygun biyosorbent partikiillerinin {iretiminde temel bir
elverislilik saglar. Hem katyonik hem de anyonik metal bilesikleri i¢in ¢ok-fonksiyonlu
metal baglanma bolgeleri ihtiva ederler (Vijayaraghavan ve Yun, 2008). Algal hiicre

komponentlerinin potansiyel metal katyonlar baglanma bolgeleri; karboksil, amin,
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imidazol, fosfat, siilfat, siilfidril, hidroksil ve hiicredeki protein ve sekerlerin ihtiva ettigi
kimyasal fonksiyonel gruplardir (Crist ve ark., 1981; Davis ve ark., 2000; Regine ve
Volesky, 2000; Davis ve ark., 2003; Alluri ve ark., 2007). Algler; kirmizi, yesil ve
kahverengi deniz yosunlaridir ki bunlar arasinda kahverengi deniz yosunlari mitkkemmel
biyosorbent olarak bilinirler (Romero ve ark., 2006; Vijayaraghavan ve Yun, 2008).
Bu 6zelligin nedeni, hiicre duvarinda jel formunda bulunan aljinik asit ihtiva etmesidir.
Aljinik asit, notral pH’da anyonik karboksilat ve siilfat iyonlar1 ihtiva etmektedir
(Alluri ve ark., 2007). Tatli su formlar1 ise galakturonik asit ve onun polimeri olan
pektini icerir ki bunlar metalin baglanacagi anyonik bolgelere sahiptirler ve bu bolgelere

metaller elektrostatik ilgi ile baglanabilir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Mantarlar ve Mayalar: Mantarlarin biiyiik bir kism1 filamentli veya hifsel gelisim
gosterirler. Mantarlarin hiicre duvar yapilann ¢ok tabakalidir ve bu yapinin kuru
agirlhigininin % 90’1ndan fazlasi amino veya amino olmayan polisakkaritlerden meydana
gelmistir (Yan ve Viraraghavan, 2000). Mantarlarin hiicre duvarlarinin, bir
polisakkarit matriksi icerisine gomiilii kitin iskeleti ihtiva eden iki fazli sistemden

olustugu diisiiniilmektedir.

Hiicre duvarlar; polisakkarit ve glikanlar (B-1-4 ve B-1-3 D-glukoz atiklarina
baglanmis), kitin (B-1-4 N-asetil-D- glukozamine baglanmis), kitozan (B-1-4 D-
glukozamine baglanmis), mannanlar (f-1-4 mannoza baglanmis) ve fosformannanlar
(fosforlanmis mannanlar) gibi glikoproteinlerce zengindirler. Amin, imidazol, fosfat,
siilfat, siilfidril ve hidroksil gibi cesitli metal baglanma gruplar1 bu polimerlerin
icerisinde bulunur. Ayrica maya hiicrelerinin baz1 kimyasal bilesikleri katyonlarn hizli
tersinir baglanmasiyla iyon degistirici gibi rol oynarlar (Alluri ve ark., 2007). Bu
mikroorganizmalar farkli gida/ila¢ endiistrilerinde yaygin bir sekilde kullanildig icin,
kullanilan mikroorganizmanin kendisi atik olarak olusur, bdylelikle bu endiistrilerden
mikroorganizmalar daha ucuz olarak elde edilirler. Ayrica genetik ve morfolojik
manipulasyon ¢aligmalarinda kolayliklar icermesi, 6zellikle toksik metallerin yiiksek
derisimlerine kars1 farkli direnglilik yetenekleri ve mikoriza iiretmeleri tercih

nedenleridir. Bunun yaninda yine saprofit 6zellikteki mantarlarin metal biyosorbsiyon
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yeteneklerinin yiiksek oldugu da gozlenmistir (Costa ve Leite, 1991; Zhou ve Kiff,
1991).

Bakteriler: Degisik bakteri tiirleri arasindaki farkliliklar, onlarin yiizey baglanma bolge
sayist, farkli iyonlar i¢in farkli baglanma mekanizmalarinin baglanma kuvveti ile
iliskilendirilir (Alluri ve ark., 2007). Biyosorpsiyon boyutu sadece iyonunun tipine
bagl degildir ayn1 zamanda bakterinin cinsine de baglidir. Bu durumun sebebi de hiicre
duvar1 yapilarindaki farkliliklardir. Cok kisa etkilesim zamanlar genellikle metal-
bakteriyel biyokiitle durumu elde etmede yeterlidir. Bakteriyel biyokiitle’de gozlenen
hizli kinetikler atik su uygulama sistemlerinin diizeyi agisindan bir avantajdir

(Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Bakteriyel hiicre duvar1 hiicreye yapisal biitiinlik saglar fakat stoplazmik
membranin hemen diginda bulunan peptidoglikan (poli-N-asetilglukozamin ve N-asetil
muramikasit) varligindan dolay1 diger tiim organizmalardan ayrilir. Peptidoglikan
bakteriyel hiicre duvarinin dayanikliligindan sorumludur ve hiicreye sekil verir. Ayni
zamanda nispeten porludur ve kiiciik substratlara gecirgen olmayan bir bariyer olarak

degerlendirilir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008) .

Tiim bakterilerin hiicre duvart 6zdes degildir. Aslinda hiicre duvan
kompozisyonu bakteri tiirlerinin farkliligi ve analizinde onemli faktorlerden biridir.
Bakteriler genel olarak gram pozitif ve gram negatif olmak iizere ikiye ayrilir (Sekil 6).
Gram pozitif bakterilerin hiicre duvart disakkarit N-asetil glukozamin-f ve 1,4 N-
asetilmuramik asitin peptit zincirleri ile olusturdugu peptidoglikanlardan olusmustur.
Lipoteikoik asitler stoplazmik membran icerisinde lipidlere kovalent bir sekilde bagl
olduklart i¢in peptidoglikanlarin stoplazmik membrana baglanmalarindan sorumludur.
Capraz bagli peptidoglikan molekiilleri bir ag olusturur ve bu ag hiicreyi sarar. Teikoik
asitler, teikoik asit monomerleri arasindaki fosfodiester baglarinin varligindan dolayi
Gram pozitif bakteri hiicre duvarina genel bir negatif yiik verir. Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarlarinin % 90’1 peptidoglikandan ibarettir (Paknikar ve ark.,

2003; Alluri ve ark., 2007; Vijayaraghavan ve Yun, 2008).
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Diger taraftan Gram negatif hiicre duvann daha incedir ve %10-20
peptidoglikandan olusmustur. Ek olarak fosfolipidler ve lipopolisakkaritlerden olusan
arti bir dis membrana sahiptirler. Lipopolisakkaritlerin bu yiiklii dogast Gram negatif

hiicre duvan tizerinde biitiin bir negatif yiik olusturur (Vijayaraghavan ve Yun, 2008;).

Gram Pozitif Gram Negatif

Ins membran

Sekil 6. Gram Pozitif ve Gram Negatif Bakteri Hiicre Duvar: (Vijayaraghavan ve

Yun, 2008)

Teikoik asitlerin fosfodiester ve teikuronik asitlerin karboksil gruplarinin hiicre
duvariin iyon-degistirici kapasitesinde katkilar1 vardir (Paknikar ve ark., 2003). Gram
pozitif bakterilerin, teikoik asitleri ve peptidoglikanlarin anyonik fonksiyonel
gruplarmin varhigr bilinmektedir. Gram negatif bakterilerin lipopolisakkarit, fosfolipid
ve peptidoglikanlarin hiicre duvarmin metal baglama kapasitesinden ve anyonik

karakterinden sorumlu oldugunu da gostermistir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces gibi bakteri smiflart iyi metal biyosorbent

olduklar1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Saglam ve Cihangir, 1995).
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1.3.2.2.4. Biyosorpsiyonu Etkileyen Faktorler

Biyosorpsiyonu etkileyen onemli faktorler; cozelti pH’s1, sicaklik, iyonik giic,
biyosorbent miktari, biyosorbentin boyutu, c¢ozeltinin baslangi¢ konsantrasyonu ve
calkalama hiz1 gibi etkenleri igcermektedir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008; Mack ve
ark., 2007).

Bunlardan ¢ozelti pH’s1 biyosorpsiyonda genellikle 6nemli bir rol oynamaktadir
ve biyokiitledeki fonksiyonel gruplarin aktivitelerini ve hedef metalin ¢zelti kimyasim
ve redoks potansiyellerini de etkiler. pH, metal iyonlarinin alinmimim etkiler. Yiiksek
¢cozelti pH’sinda, metal bilesiklerin c¢oziiniirligii ¢cokelmeye neden olacak bir sekilde
azalir ve bu durum sorpsiyon islemlerini zorlastirabilir. Baglanma bolgelerinin aktivitesi
pH ayarlanmas: ile degistirilebilir. Ornegin; bakteriyel biyokiitle metal iyonlarinin
biyosorpsiyonu esnasinda iyon-degisim mekanizmasi ile metal katyonlarinm baglamadan
sorumlu olan negatif yiikli karboksil gruplarindan dolayr pH’'nin 3’ten 6’ya
cikarilmasinin yararli oldugu bulunmustur (Vijayaraghavan ve Yun, 2008; Mack ve
ark., 2007).

20-25 °C arasindaki diisiik sicakliklarin biyosorpsiyonu daha diisiik boyutta
etkiledigi bulunmustur. Hatta pek cok reaksiyon 1s1 bagimsiz ya da ekzotermik olarak
gerceklesebilir. Sicaklik biyosorbent ile metal iyonlan arasindaki iligkiyi etkiler ve bunu
genellikle cozeltideki metal iyonlarinin stabilitesi, metal-sorbent kompleksinin
stabilitesi ve hiicre duvarinin kimyasal birimlerinin iyonizasyonunu etkileyerek
gerceklesir. Yiiksek sicakliklar ise, ¢Ozeltinin artan yiiksek aktivitesi ve ¢Oziinmiis
maddenin kinetik enerjisinden dolay1 genellikle sorpsiyonu arttirir. Bununla birlikte
yiikksek sicakliklar biyosorbente fiziksel bir zarar verebilir. Biyosorpsiyonun oda
sicakliginda gerceklestirilmesi her zaman arzu edilir, bunun nedeni bu kosullarin

tekrarlar i¢in elverisli olusudur (Mack ve ark., 2007).

Biyosorpsiyon isleminde biyokiitle yiizeyine metalin adsorpsiyonunu etkileyen
diger onemli bir parametre de iyonik kuvvettir. Biyosorpsiyonun endiistriyel sartlara

uygulanmasindaki temel komplikasyon uygulanacak olan atik sudaki diger metal
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iyonlarinin varligidir. Bunlar siklikla ya ilgilenilen metal ile baglanma bolgeleri igin
rekabet eder ya da ilgilen metal iyonlarinin baglanmadigi bolgelere baglanarak

biyosorbentin diisiik spesifitesi neden olur (Mack ve ark., 2007).

Bir biyosorbentin miktari, biyosorpsiyon boyutunu gii¢lii bir sekilde etkiler.
Pekcok ornekte, diisiik biyosorbent miktar1 yiiksek alim ve diisiik yiizde uzaklastirma
etkinligi meydana getirmistir. Biyokiitle konsantrasyonundaki bir artis biyosorbe olmusg
metalin miktarini arttirir. Bunun sebebi artan biyosorbente bagl olarak baglanma bdlge
sayilarinin artisidir. Diger bir taraftan biyosorbentin birim agirligi basina biyosorbe
edilen metalin miktari, biyosorbent miktarinin artis1 ile azalir ki bu durum cesitli
faktorlerin karmasik etkilesimlerinden dolay1 olabilir. Ayrica, artan biyosorbent
miktarindan dolay1 baglanma bdélgelerinin arasindaki muhtemel bozulma, diisiik spesifik

alimima neden olacagi icin etkili olmaz (Vijayaraghavan ve Yun, 2008) .

Biyosorbentin boyutu biyosorpsiyonda onemli rol oynar. Daha kiiciik boyutlu
parcalar genis ylizey alanina sahiptir ki bu durum biyosorpsiyonun lehinedir ve
biyosorpsiyon isleminin daha kisa siirede gerceklesmesini saglar. Es zamanh
biyosorpsiyon i¢in kullanilan bir biyosorbent, rejenerasyon dongiisii esnasinda
uygulanan basinca ve ekstrem sartlara dayanmasi icin yeterli bir sekilde esnek olmalidir.
Bu yiizden baslangic deneylerinde uygun biyosorbent boyutunu belirlemek zorunludur.
Eger bir sorbent endiistriyel atiklar gibi toz halinde bulunuyorsa mekanik direnci
arttinlmali ve biyosorpsiyon kolonlarinda etkin kullanim icin caba sarfedilmelidir

(Vijayaraghavan ve Yun, 2008) .

Yiiksek baslangic metal konsantrasyonlarinin, yiliksek metal alinimina neden
olarak biyosorpsiyon iizerinde etkiye sahip olduklari goriiliir. Bunun nedeni, diisiik
baslangi¢ metal konsantrasyonu durumunda, metalin baslangi¢ miktarinin yiizey alanina
oraninin diisiik olusudur. Bununla birlikte yiiksek metal konsantrasyonlarinda sorpsiyon
icin mevcut olan alanlar mevcut metalin miktar1 ile kiyaslandiginda azalir. Yine de
metal uzaklagtinlmasi giiclii bir sekilde baslangic metal konsantrasyonuna baghdir. Bir

biyosorbentin maksimum doyum potansiyelini belirlemek mutlaka gereklidir. Bunun
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icin deneyler muhtemel en yiiksek baslangic metal konsantrasyonlarinda yiiriitiilmelidir

(Vijayaraghavan ve Yun, 2008) .

Baz1 Orneklerde dig film difiizyonu, biyosorpsiyon isleminin oranini
etkileyebilir. Uygun bir calkalama ile bu kiitle transfer direnci azaltilabilir. Bu kosullar
altinda dis difiizyon kat sayisinin degeri artar. Sonu¢ olarak yiiksek calkalama
olaylarinda sinir tabaka cok ince hale gelir ki bu durum genellikle bu tabaka boyunca bir

metalin diffiize olma oranin arttirir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008) .

1.3.2.3. immobilizasyon

Devamli endiistriyel islemler esnasinda metalleri sorbe etmek amaciyla
mikrobial biyokiitleleri tekrar kazanabilmek icin uygun tutuklama teknikleri kullanmak
onemlidir. Laboratuar deneylerinde serbest hiicreler degerli bilgiler saglayabilir fakat
endiistriyel uygulamalarda kolon dolgu maddesi olarak uygun degillerdir. Serbest
hiicreler genellikle diisiik mekaniksel direnc, kiigiik partikiil boyutu ve asirt hidrostatik
basinca sahiptirler ve uygun akis oraninin ayarlanmasi gerekir. Yiiksek basing, serbest
biyokiitle ile integrasyonu bozabilir. Bu problemler icin tutuklanmis hiicre sistemleri
kullanilir. Tutuklanmis mikroorganizmalar serbest hiicreler ile kiyaslandiginda {istiin
mekanik direnclilik, yiiksek metal baglama yetenekleri, daha iyi kullanim siiresi,
kimyasal diren¢, daha iyi tekrar kullamlabilirlik, yiiksek biyokiitle yiiklemesi ve
minimal tikanma gibi avantajlara sahiptir (Madrid ve Camara, 1997; Bag ve ark.,
1999; Lale ve ark, 2005).

Mikroorganizmalar aljinat mikroyataklarina, karajenan yataklarina (deniz
yosunlarindan iiretilen 6nemli miktarda seliiloz iceren kimyasal katki maddesi), silika-
tabanli polimerlere, poliliretan kopiik, polisiilfan, poliakrilamit, sepiolit, cam yataklar,
Chelex-100, ve Amberlit XAD-4 recineleri gibi desteklerin bir grubu ya adsorpsiyon ya
da fiziksel tutuklama yoluyla biyo-materyalleri immobilize etmede kullanilir (Hu ve
Reeves 1997; Bag ve ark., 1999; Bai ve Abraham, 2003; Beolchini ve ark., 2003;
Baytak ve Tiirker, 2005; Lale ve ark, 2005).
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1.3.2.3.1. Prekonsantrasyon

Metal iyonlarim eser seviyede belirlemek icin, yiiksek karmasik analitik
cihazlarin yerine genellikle prekonsantrasyon islemleri gerekir. Bir heterojen sistemde,
prekonsantrasyon gergeklestirilirken sadece ilgi duyulan tiirleri konsantre etmekle
kalinmaz aym1 zamanda tamamen ya da kismi olarak matriks etkileri ve engellemeleri de
ortadan kaldirilir. Sonug olarak prekonsantrasyon islemleri hem o6l¢iilen bilesigin ve
elementlerin zenginlestirilmesini hem de engellemelerin azaltilmasimi ortaya koyar

(Maquieira ve ark., 1994).

FAAS (Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrofotometre) cesitli Orneklerdeki
metallerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknik islem kolayliklari,
iyi secicilik ve diisiik maliyet gibi arzu edilir Ozellikler sunar. Bununla birlikte
duyarliligin az olmasi, asirt cesitlilikte iyon varlifinda gerceklesen bazi sinirlamalar
ve/veya matriks engelleme problemlerinden dolayr FAAS tarafindan iz metalleri direk
olarak belirlemek zordur (Baytak ve Tiirker, 2004; Baytak ve Tiirker, 2005). ETAAS,
ICP-OES ve ICP-MS gibi yiiksek duyarliliga sahip analitik araglarin kompleksligi
artmasina ragmen bu teknikler nispeten pahalidir ve Ornegin metallerin yiiksek
¢cOziinmiis kat1 igerikleri gibi bir arada bulunmasiyla ilgili bazi1 sinirlamalar ortaya
cikarirlar. Bu yiizden analitik cihazlardaki mevcut ilerlemeye ragmen prekonsantrasyon
islemlerinin kullanimi hala belirleme basamaklarindan once gereklidir (Madrid ve

Camara, 1997; Baytak ve Tiirker, 2005)

Prekonsantrasyon yontemleri kullanarak bu problemlerin iistesinden gelinebilir.
Bu amacla; solvent ekstraksiyonu, birlikte-¢coktiirme, elektro-kaplama, iyon-degisimi ve
ayirma yontemleri iz metallerin prekonsantrasyonu i¢in kullanilmaktadir. Son yillarda
mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen prekonsantrasyon yontemi yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin metalleri biyosorbe etmek igin
kullanimi; yiiksek geri kazanim 6zelligi, ekonomik avantajlar, kullanim kolayliklar1 ve
cevre dostu olusu gibi 6zelliklerinden dolay1 diger prekonsantrasyon yontemlerine gore
daha iyi bir alternatif olmustur. Genel olarak prekonsantre edici matriks kullanmaksizin

ozel bir elementi secici bir sekilde adsorplamada; maya, fungus, bakteri ve alg gibi
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farkli biyolojik mekanizmalarin yanisira sulu soliisyonlardan agir metalleri akiimiile

etmede canli ya da 6lii mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Baytak ve Tiirker 2004 ).

Amberlit XAD recineleri; saflik, dayamklilik, yiiksek yilizey alanm ve
gozeneklilik gibi iyi fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden dolay1 prekonsantrasyon
islemlerinde c¢esitli materyallerin selatlanmasin1  gelistirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Amberlit XAD-4 ligant bagli recineleri hazirlamak icin bir kat1 sorbent
olarak siklikla kullanilmaktadir. Son zamanlarda XAD-4 recinelerinin, bakteriler
yiikklenerek agir metallerin prekonsantrasyonu i¢in komplekstirici ajan olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir (Dogru ve ark., 2007).

1.3.2.4. Biyokiitlenin Onislenisi

Biyosorbentler, ilk olarak biyokiitleler farkli metodlarla Onislemlerden
gecirilerek hazirlanir. Belli biyokiitle tarafindan belirli metallerin biyosorpsiyonunun
onemi, biyosorbent materyali iizerindeki baglanma bolge sayisina, baglanma
bolgelerinin erisebilirligine, baglanma bolgelerinin kimyasal durumuna, metal ve
baglanma bolgesi arasindaki ilgi gibi cesitli faktorlere baghdir (Regine ve Volesky,
2000; Alluri ve ark., 2007).

Biyokiitle direk Onislemden gecirilebilse de, eger biiyiikk ebattaysa kiigiik
pargalara veya graniillere boliiniir ve cesitli yollarla sonra islenir. Onislemenin icerdigi
metodlar; 1s1 islemi, deterjanla yikama, asit, alkali ve enzim uygulamas1 gibi islemlerdir.
Ist islemi ve deterjanla yikama ek metal baglanma bolgelerini agiga c¢ikarir; enzimler
istenmeyen bilesikleri yok eder ve sorpsiyon etkinligini arttirir. Asitle biyokiitlenin
Onislemi, agir metallerin biyoadsorpsiyonunda azalmayla sonuglansa da, alkali
Onisleminde Mucor rouxii’nin biyoadsorpsiyon kapasitesi otoklavla on islem ile
kiyaslandiginda oldukga yiikselmistir (Yan ve Viraraghavan 2000). Asitle 6n islem
sonrast agir metal adsorpsiyonunun azalma nedeni, H® iyonlarmin biyokiitleye

baglanmasindan kaynaklanabilir (Alluri ve ark., 2007).
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1.3.3. Termofilik Bakteriler

Bakteriler, yasadiklan sicakliklara gore cesitli gruplara ayrlirlar. Diisiik sicaklik
bakterileri, psikorofillerin optimum sicaklik araliklari 15-20 °C olup daha diisiik
sicakliklarda iireyebilirler. Mezofiller, genellikle 25-45 °C olan ortam sicakliklarinda
yasarlar (Arda, 2000). Termofiller ise 45-80 °C’nin arasindaki sicaklik degerlerinde iyi
geligirler. Hipertermofiller ise 80 °C’nin iizerindeki sicakliklarda iyi gelisirler (Burg,

2003).

Termofil bakteriler dogal olarak; si1g, sicak yer kaynaklari, hidrotermal agiz
sistemleri, volkanik adalardaki tortullar, volkan agzi ve derin deniz hidrotermal agizlar
dahil olmak iizere jeotermal olarak 1sinmis bir¢cok deniz ve kara habitatlarindan izole

edilmistir (Matpan, 2007; Szewzyk ve ark., 1994).

Termofilik bakterilerin yiiksek sicaklik tercihleri evrimsel gelismeleri hakkinda
bir takim spekiilasyonlarin gelismesine neden olmustur. Bir teoriye gore, termofiller
yerylizii iizerindeki yasayan ilk canlilar arasinda yer almaktaydi ve bu donemde yer
kabugu sicaklig1 oldukca yiiksekti. Bu yiizden termofilik bakteriler evrimsel ata olarak
adlandirilirlar. Yaklagik 3,6 milyar yasinda olduklari tahmin edilmektedir. O zamanda
olduk¢a yaygindilar ve gezegen {izerindeki yasayan tiim canlilarin yarisini
olusturduklar1 sdylenmektedir. Bu yiizden, termofillerin gezegenimiz {izerindeki tiim
canli formlarinin atasal organizmasi oldugu diisiiniiliir

(hhtp://weblife.org/humanure/chapter3_8.html).

Genis bir sicaklik araliginda iireyebilen termofilik mikroorganizmalar, yiliksek
sicaklikta optimum fonksiyon gostermek igin biyolojik membranlarinda cesitli
adaptasyonlara ihtiya¢ duyarlar. Genelde bakterilerin fosfolipit kompozisyonu gelisim
sicakligr ile degisir (De Vrij ve ark., 1988). Termofillerin ve hipertermofillerin
stoplazmik membranlarinin bilesenlerinin sicakliga kars1 stabil olmasi gereklidir.
Psikrofillerin membranlar1 doymamis yag asitlerince zengin lipidler igerir ki bu durum
diisiik sicaklikta membranlarinin akiskan olmasimi ve fonksiyon gérmesini miimkiin
kilar (Madigan ve ark., 2003). Bunun aksine, termofiller doymus yag asitlerince zengin

lipidlere sahiptirler. Boylelikle bu durum; membranlarinin yiiksek sicakliklarda
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fonksiyon gormesini, membran akiskanliginin korunmasini ve stabil kalmasini saglar
(Madigan ve ark., 2003; Fujita ve Kanehisa, 2005). Membran stabilitesini arttirmasi
acisindan doymus yag asitleri doymamis yag asitlerinden daha gii¢lii bir hidrofobik

cevre olusturur (Madigan ve ark., 2003).

Yiiksek sicakliktaki gelisim, sadece dayaniklilik ve aktiviteden sorumlu olan
membran bagimli enzimlerin adaptasyonunu gerektirmez, aym1 zamanda membran
fosfolipid bilesenlerince adaptasyonu gerektirir. Bu membran fosfolipid kompozisyon
adaptasyonu her bir membrandaki sicaklik ve mikroviskozite arasindaki iliskiyi yansitir.
Hiicresel fosfolipidlerin % 90’11 fosfatidilgliserol ve kardiolipin (difosfatidilgliserol)
olusturur. Yiiksek gelisim sicakliklarinda kardiolipin azalisi ile birlikte fosfatidilgliserol
iceriginde artis goriiliir. Hatta, gelisim sicakligindaki artis ile tim membran lipidlerinin
acil zincir kompozisyonunda bir degisim gerceklesir ve doymamig yag asitlerinin
asamal1 bir azalis1 meydana gelir. [zo-anteizo yag asit oraninda artis olusur ve doymus
lineer yag asitlerinin daha uzun homologlarinin varliginda bir artis gozlenir (De Vrij ve

ark., 1988).

Termofil bakteriler, hem endiistriyel uygulama alanlarn i¢in hem de temel
bilimlerin gelismesi i¢cin pek cok avantaj sagladigindan dolayr son zamanlarda, bu
bakteriler iizerine arastirmalar yogun bir sekilde yiiriitilmektedir (Akhmaloka ve ark.,
2006). Bu grup mikroorganizmalarin yararli biyoteknolojik 6zellikleri yiiksek iireme
oran1 gostererek daha kisa kiiltiirasyon zamam saglar (Panikov, 2003). Biyokatalitik
endiistriler i¢in yiiksek potansiyel uygulama alanina sahip olan termostabil enzimlerin
kaynag olarak termofilik mikroorganizmalar kullanilabilir (Studholme ve ark., 1999).
Termostabil enzimlerin biyoteknolojik islemlere uygulanmasi, islem maliyetini
diigiirebilir ve reaksiyon hizim1 artirabilir. Boylelikle verimlilik artar. Termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler oldukca stabildir (Panikov, 2003; Lioliou
ve ark., 2004 ) sicaklik ve pH’nin genis bir araliginda aktiftir. Termofil bakterilerden
elde edilen bu enzimler, ¢ok cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu
enzimler; deterjan, gida ve besin hidrolizi, maya, firincilik, tekstil, kagit, (Demirjian ve
ark., 2001; Burg, 2003) ilagc ve nisasta, seliiloz, kitin ve pektin uygulamalarinda

kullanilmaktadir (Burg, 2003). Termofilik mikroorganizmalarin fermantasyon
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islemlerine uygulanmasi aynm1 zamanda diger mezofilik bakterilerin kontaminasyonunu
engeller (Akhmaloka ve ark., 2006). Cesitli biyosentetik aktivitelerinden dolay1
termofiller pratik amacgh degerli metabolitlerin {iretilmesi i¢in muhtemel adaydir

(Panikov, 2003).

1.3.3.1. Termofilik Basiller

Termofilik basiller, sicaklikla muamele edilmis besin iiriinlerinin kontaminatlar1
olarak diisiiniilseler de esas potansiyelleri proteaz, amilaz, lipaz ve DNA restriksiyon
enzimleri gibi termostabil enzimlerin kaynagi olarak oneme sahiptirler. Termofilik
basiller 1994 yilinda iki cins halinde (Bacillus ve Alicyclobacillus) stmiflandirilmaktaydi

ve tiirlerin ¢ogu Bacillus cinsi icerisinde yer almaktayd: (Rainey ve ark., 1994).

1.3.3.1.1. Bacillus

Bacillaceae familyasi iginde bir¢cogu saprofit olan aerob veya fakiiltatif anaerob,
endospor olusturan ve comakgik seklinde yapiya sahiptirler. Bazilari insan ve hayvanlar
icin patojendir (Bilgehan, 2002; Park, 2003; Janstova ve ark., 2004; Ozsahin, 2006).
Gram pozitif ya da degisken gramdir. Koloniler genellikle seffaf ya da donuk renklidir.
Bazen krem renkli koloniler meydana gelmektedir. Hareketli veya hareketiz olabilirler.
Bacillus flagellas1 genellikle cevre kirpiklere (peritrisya) sahiptir (Yilmaz, 2002).
Bacillus cinslerinin bazilarinin termofilik, bazilarinin ise mezofilik olduklar
bilinmektedir. Ornegin; Bacillus cereus ve Bacillus subtilis ihmh sicakliklarda biiyiime
gosterirken, Bacillus stearothermophilus 65 °C ve lizerindeki sicakliklarda biiyiime

gosterir (Demirijian, 2001; Black, 1996).

Son yillarda, artan Bacillus cinsi bakterilerinin genis ve cesitli gruplar1 yeni
cinslere boliinmiistii. Bu cinsler; Alicyclobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus,
Aneurinibacillus, Virgibacillus, Salibacillus, Gracilibacillus, Ureibacillus ve son olarak
Geobacillus’tur. Bu yeni cinsler 16S rRNA gen sekans analizleri baz alinarak ayn

filogenetik gruplara dahil edilmistir (Banat ve ark., 2004).
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Bacillus thermantharcticus:

Antartika’da Melbourne dagi krateri yakinlarindaki jeotermal topraktan izole
edilmistir. Gram pozitiftir. Optimum 63 °C ve pH 6,0’da gelisim gosterir. Oksidaz
pozitif, katalaz negatiftir ve ekzopolisakkarit {iretirler. Ekzoselliller ksilinaz,
intraselliiler alkol dehidrogenaz, ekzo ve endoselliiler glukozidaz iiretirler (Nicolaus ve

ark., 1996).
1.3.3.1.2. Geobacillus

Hiicreleri ¢ubuk seklindedir, tek tek ya da kisa zincirler halinde bulunabilirler.
Peritrikious bir kamg¢1 vasitasiyla hareket ederler. Hiicre duvar yapis1 Gram pozitiftir
ancak Gram boyama reaksiyonu (+) ve (-)’ler arasinda degiskenlik gosterebilir. Her bir
hiicre silindirik ve elipsi endospor olusturur. Bu endosporlar terminal ya da subterminal
olarak lokalize olabilir. Olusturduklar1 koloni sekilleri ise boyutca degiskenlik gosterir
ve belirli iireme ortamlarinda pigment sentezleyebilirler. Enerjilerini kemo-organotrofik
olarak saglarlar. Aerobik ya da fakiiltatif anaerobik olabilir. Zorunlu termofiliktirler
(Nazina ve ark., 2001; Kuisiené ve ark., 2007). Gelisim sicaklik araligi 37-75 °C’dir
ve optimum 55-65 °C’de gelisirler. pH gelisim aralid1 6,0-8,5’dir ve optimum pH 6,2-
7,5 arasinda gelisir. G-C icerigi % 48,2-58 mol’diir. 16S rRNA sekanslar1 bu cinsin

tiyeleri arasinda % 96,5 den daha fazla bir benzerlik gosterir (Nazina ve ark., 2001) .

Termofilik basillerin yeni bir cinsi olan Geobacillus 2001°de filogenetik Grup 5
icerisinde siniflandirilmigtir (Nazina ve ark., 2004). Baz1 izole edilen ve tanimlanan
Geobacillus cinsi; Geobacillus gargensis, Geobacillus vulcani, Geobacillus
stearothermophilus,  Geobacillus  thermocatenulatus, Geobacillus  kautophilus,
Geobacillus thermoglucosidasius, Geobacillus thermodenitrificans, (Nazine ve ark.,
2004), Geobacillus toebii sp.nov. (Sung ve ark., 2002), Geobacillus debilis,
Geobacillus pallidus (Banat ve ark., 2004), Geobacillus tepidamans sp. nov. (Schéffer
ve ark., 2004), Geobacillus caldoxylosilyticus (Fortina ve ark., 2001), Geobacillus
thermoleovorans sub. sp. stromboliensis sub.sp. nov. (Romano ve ark., 2005),
Geobacillus kaustophilus (Takami ve ark., 2004), Geobacillus lituanicus sp. nov.

(Kuisiené ve ark., 2004), Geobacillus toebii sub. sp. decanicus sub. sp. nov. (Poli ve
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ark., 2006), Geobacillus subterraneus, Geobacillus uzensis, (Nazina ve ark., 2001)

tiirlerini icermektedir.

Geobacillus toebii sub.sp. decanicus:

Aerob, spor olusturan bu termofilik bakteri Italya’da Pomigliano, Naples’de
sicak kompostan izole edilmistir. Hiicreleri cubuk sekilli ve Gram pozitiftir. Optimum

gelisim sicaklign 68 °C’dir. G-C igerigi % 43,5 mol’diir (Poli ve ark., 2006).

Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis:

Aerob, endospor olusturan bu yeni termofilik bakteri Giiney Italya’da Stromboli
adasinda 918 m yiikseklikteki jeotermal volkanik bir ¢cevreden izole edilmistir. Hiicreleri
cubuk seklinde ve gram pozitiftir. Gelisim sicaklik araligi 50-75 °C’dir ve optimum 70
°C’de gelisirler. pH gelisim aralig1 5,0-8,0’dir ve optimum pH 7,0 arasinda gelisir. G-C
icerigi % 54,1mol’diir. 16S rRNA sekans analizler sonuclarina gore Bacillus TRNA
Grup 5’e dahil edilmistir (Romano ve ark., 2005).

1.3.3.1.3. Anoxybacillus

Gram pozitif ve hareketlidirler. Fakiiltatif aerob veya zorunlu aerob’turlar. Gelisim
sicaklik araligi 30-72 °C’dir ve optimum 60-72 °C arasinda gelisirler. pH gelisim araligi
5,7-11,0’dir ve optimum pH 7,5-8,5 araliklarinda gelisim gosterirler (Derekova, 2007;
Kevbrin, 2005; D’Souza ve ark., 2004; Pikuta ve ark., 2000). Bu cins ilk kez 2000
yilinda Pikuta ve ark., tarafindan tanimlanmistir. Bu cinsin ilk tanimlanan tiirii
Anoxybacillus pushchinoensis DSM12423T’tir. Anoxybacillus cinsinin iiyeleri daha
once Bacillus cinsi igerisinde yer almaktaydi. Cins, A. gomensis, A. flavitermus, A.
contaminans, A. voinovskiensis. A. ayderensis, A. kestanboluensis, A. pushchinoensis

adinda yedi tiir icermektedir (Poli ve ark., 2006).
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Anoxybacillus amylolyticus:

Antartika’da Rittmann dag1 jeotermal toprak 6rneginden izole edilmistir. Gram
pozitif, cubuk sekilli ve flamentlidir. Gelisim sicaklik araligi1 45-65 °C ve optimum 61
°C arasinda gelisirler. pH gelisim araligi 5,0-6,5’dir ve optimum pH 5,6’da gelisim
gosterir. Ekzopolisakkarit tiretir ve ekstraselliiler amilolitik aktivite gosterir. DNA’daki
G-C igerigi % 43,5 mol’diir. 16S rRNA gen sekans analizi sonucu Anoxybacillus tiirleri
ile benzerlik gosteri. DNA-DNA hibridizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal testler
sonucu yeni bir tiir olan Anoxybacillus amylolyticus olarak adlandirilmistir (Poli ve

ark., 2006).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Hu ve ark., (2007), Cd**ye oldukca yiiksek diren¢ gosteren HQ1 bakterisini,
bir ¢inko madeninden izole etmislerdir. izolat, 16S rRNA gen analizleri, morfolojik ve
fizyolojik testler sonucu Bacillus cereus olarak tanimlamis ve karakterize etmislerdir.
Bakteri icin Cd**’nin minimum inhibisyon konsantrasyonunu 0,012 mol/l olarak tespit
etmislerdir. HQI Bacillus cereus izolati tarafindan Cd™*nin biyosorpsiyonu icin
izotermler gelistirmislerdir. Sonug¢lar Bacillus cereus’un Cd**’nin biyosorpsiyonunda
yiikksek potansiyele sahip oldugunu gostermislerdir. Arastiricilar, izolatin fizyolojik
ozelliklerinin Cd** ile kontamine alanlarin biyoremediasyonunda uygulanmasinin

miimkiin oldugunu géstermislerdir

Kim ve ark., (2007), Bacillus ssp. varyete CPB4 bakterisini Kore’de agir metal
bulasmis topraktan izole etmisler ve daha sonra karakterizasyonunu caligmislardir.
CPB4 varyetesinin agir metalleri (Pb>, Cd>, Cu>, Ni>, Co>Mn>, Cr> Zn) hem tek
hem de agir metal karistmi igceren soliisyonlardan yiiksek kapasitede aldigim
gostermiglerdir. CPB4 varyetesinin optimum agir metal alma kogsullarini; kiiltiir
sicakligi 20-40 °C’de, pH: 5,0-7,0 ve on kiiltiir zaman1 24 saat olarak tespit etmislerdir.
Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) agir metal komplekslerinin hiicre duvari
ve hiicre membraninda ¢ok fazla oldugunu gostermislerdir. Buna ilaveten agir metal
iyonlarinin % 90’1ndan daha fazlasini hiicre duvari ve hiicre membrani fraksiyonlarinda
biriktirdigini tespit etmislerdir. Hiicreleri alkali soliisyonlar ile 6n isleme maruz
biraktiklarinda, agir metal alimminin dikkate deger bir sekilde diistiigiinii tespit

etmislerdir.

Bagot ve ark., (2006), agir metal ile kontamine olmus topraktan 4 bakteri ve bir
mantar izole etmisler. Bu mikroorganizmalarin yiikksek Cd derisimlerinde
gelisebildiklerini ortaya koymuslardir. Sentetik ve toprak ekstrakti ortaminda pH ve Cd
konsantrasyonlarina bagli olan biiyiime kapasitelerini tespit etmislerdir. Biiyiime
oranlarini ve biyosorbe edilen Cd oranini kiyaslayarak biyo-iyilestirmede kullanilacak

en etkili mikroorganizmanin tespitini yapmislardir.
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Deng ve ark., (2006), metalotiyonein ve bir Cd tasima sistemini salgilayan,
genetik olarak degistirilmis E.coli (M4 olarak adlandirillan) tarafindan Cd
biyoakiimiilasyonunu c¢alismiglardir. M4 gelisiminin Cd varligina direngli oldugunu
gostermiglerdir. Orijinal bakteri hiicresi tarafindan Cd alim kapasitesi M4’iin alim
kapasitesi ile karsilastirildiginda M4’iin bir kattan daha fazla Cd alinimi gosterdigini
tespit etmislerdir. M4’iin pH: 4,0-8,0 gibi genis bir aralikta Cd’un etkin bir sekilde
bagladigint bulmuglardir. Ni ve Mn varliginda Cd aliniminin etkilenmedigini ve Cu, Pb
ve Zn varliginda ise ciddi bir ters etki olusturdugunu tespit etmislerdir. EDTA’ nin etkin
bir sekilde Cd biyoakiimiilasyonunu azalttigini, sitratin etkisinin nispeten daha az

oldugunu tespit etmisglerdir.

Romero ve ark., (2006), bifenilleri etkin bir sekilde yikabilen T helicus’un bir
soyunu, yiiksek bakir seviyelerinde gelistirmislerdir ve Co, Pb ve Cd’un varliginda
gelistirdiklerinde es tolerans meydana getirdiklerini gostermislerdir. Cu adaptasyonunu,
fizyolojik mekanizmalarin bir sonucu olarak bulmuslar ve diger agir metallerin yanisira
bakira olan bu direncin biyokimyasal islevleri aktive ettigini saptamiglardir. Aymi
zamanda misellerin bakir’a adaptasyonunu sporlara aktarmiglar ve atasal hiicrelerden 2
kat daha fazla bakirn uzaklastirdigim gostermislerdir. Bu metallerin bir arada
bulunduklart kontamine c¢evrelerden izole edilen mikroorganizma topluluklarinin,
genellikle birden fazla cesit iyona diren¢ gosterdikleri direncten daha fazla direng
gosterdiklerini bulmuslardir. Bu sonuclann 7. helicus’un detoksifikasyon ve agir
metallere adaptasyon yetenekleri seklinde vurgulamislardir. Bu bilgilerin, cevresel
biyoteknolojiler i¢in olduk¢a onemli oldugunu ve bdylesi tolerans ve birlikte toleransin
dogal cevrelerde gerekli oldugunu gostermislerdir. Boylece basit bir biyoremediasyon

stratejisi ile bu tarz kirlenmis bolgelerin detoksifiye edilmesini dnermislerdir.

Zaidi ve ark., (2006), Ni tolerant Bacillus subtilis SJ-101’1 16s rDNA
homolojisi ve filogenetik analizler baz alinarak karekterize etmislerdir. Bu soyun, metal
tolerant Rhizobacteria iceren kombinasyonunda Ni fitoremediasyonu isleminde
Hindistan hardal bitkisindeki Ni akiimiilasyonunu kolaylastirdigini tespit etmislerdir.
Elde edilen bilgiler (1750 mg/kg'l) NiCly’e maruz birakilan bitkilerin SJ-101 miktan

arttinldiginda topraktan % 0,147 oraminda Ni akiimiilasyonu gerceklestirdigini,
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inokiilasyon yapilmayan toprakta gelistirilen bitkilerin kuru biyokiitlesinin ise % 0,094
oraninda akiimiilasyon gerceklestirdigini tespit etmislerdir. Saks1 kiiltiir deneyleri, Ni
icermeyen kontrol topraginda izole edilen SJ-101’in bitkinin dogal gelisimi iizerine
onemli etkisinin oldugu tespit etmislerdir. 250-1750 mg/kg araliginda Ni
konsantrasyonu uygulanmis topraklarda Ni fitotoksisitesine karsi SJ-101 soyunun

koruyucu etkisinin oldugunu tespit etmisleridir.

Piotrowska-Seget ve ark., (2005), Kkiiltiire alabildikleri bakteri topluluklari
arasinda metali tolere edebilen bakteri populasyonlarinin ¢ok oldugunu, islenebilir
verimli topragin degisik katmanlarinda ve daha once giimiis madenciligi yapilarak
bozulan verimsiz topragin katmanlarinda belirlemislerdir. Buna ilaveten plazmid igceren
izolatlarin metal tolerans 6zelliklerinin yami sira belirli agir metallere karsi toleransi
kodlayan plazmid ve total hiicre yag asidinin profillerinin ortaya konmasiyla tanimlanan
bakteri izolatlarimi tespit etmislerdir. Kumlu, kil ve balgikli topraklar arasinda bakteri
sayilarinda farklilik gormiiglerdir. Bu durumu balgikli topraktaki yiiksek metal
konsantrasyonlarinin etkisiyle iliskilendirmislerdir. Her iki toprakta da bakteri
izolatlarinin biiyiik bir kisminin Gram negatif oldugunu ve verimsiz toprakta Variovorax
paradoxus’un baskin oldugunu gérmiislerdir. MIC degerleri, plazmid ihtiva eden bazi
izolatlarin test edilen metallere tolerans gosterdigini belirlemislerdir. Kumlu, killi
topraktan izole edilen Methylobacterium mesopilicum ve Flavobacterium, balgikl
topraktan izole edilen Pseudomanas gladioli ve verimsiz topraktan izole edilen
Variovorax paradoxus’un sirasityla Zn, Cu, Cd ve Ag’e kars1 yiiksek toleransa sahip

olduklarini rapor etmislerdir.

Yilmaz, (2003), agir metallere direncli olan Bacillus sp. varyete EB1’i 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. Kat1 besiyerinde bakteriler iizerine metal toksisitesi
sirastyla Cd=Co>Cu>Ni>Zn>Mn olarak bulunmustur. Siv1 kiiltiirlerde, yiiksek metal

konsantrasyonlarinin  bakteri geligsimi iizerine diren¢ durumlarim1 belirlemistir.
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Bakterinin bu metallere kargi kati besiyerinde sivi besiyerine gore daha direngli
oldugunu saptamistir. Bacillus circulans varyete EB1’in metal biyosorpsiyonu Mn i¢in
% 90, Zn icin % 68, Cu icin % 65, Ni % 45 ve Co i¢cin % 40 uzaklastirma yetenegi
gosterdigini bulmustur. Aktif gelisim dongiisii esnasinda sirasiyla 6zel biyosorpsiyon

kapasitesini 25, 22, 20, 13 ve 12 mg/l olarak tespit etmistir.

Yilmaz ve Ensari, (2005), agir metal direncli Bacillus circulans EB1’in Cd
varhiginda gelistiinde bu metale karsi yiiksek tolerans ile birlikte yiiksek Cd
biyosorpsiyon kapasitesi de gosterdigini tespit etmislerdir. B. circulans EB1 hiicreleri
28,1 mg/l Cd varliginda gelistirilirse 8. saatte kuru biyokiitle basina 5,8 mg Cd’un
spesifik bir biyosorpsiyon kapasitesi ile Cd’u ortamdan uzaklastirma yetenegi
gosterdigini belirtmislerdir. Eger uygulama oncesi hiicreler diisiik Cd konsantrasyonuna
sahip bir ortamda ©6n gelisim uygulanirsa alimin 6,7 mg Cd /kuru biyokiitle’ye
yiikseldigini tespit etmiglerdir. Maksimum Cd aliminin gelisimin logaritmik fazininda
oldugunu tespit etmislerdir. Aym zamanda, EB1’in hem yas hem de kuru
biyokiitlelerinin Cd biyosorpsiyonunu g¢alismislardir. Yas ve kuru biyokiitlenin, Cd
biyosorpsiyon kapasitelerini sirasiyla kuru agirlik basina 9,8 ve 26,5 mg olarak
bulmuslardir. Hem yas hem de kuru hiicreler tarafindan maksimum Cd uzaklastirilmasi

calismalarin1 pH 7,0’de gergeklestirmislerdir.

Srinath ve ark., (2002), Cr*° biyoakiimiilasyonu yapabilen tiirleri bir atik suyu
aritma fabrikasinda aritilmig tabakhane atik sularindan izole etmislerdir. Aritilmig atik
sulardaki Cr*® konsantrasyonunun 0,96 mg/l oldugunu tespit etmislerdir.
Biyoakiimiilasyonun yani sira yasayan ve 0li hiicrelerin biyosorpsiyon kapasitelerini de
analiz etmislerdir. Bacillus circulans ve Bacillus megaterium olarak tanimlanan tiirlerin,
50 mg/ 1 Cr*® baslangi¢ konsantrasyonu oldugu durumda 24 saat i¢inde kalintidaki kuru
agirhiga gore swrasiyla 34,5 ve 32,0 mg Cr/g kuru agirhik degerlerinde Cr*
biyoakiimiilasyonu yapabildigini tespit etmislerdir. Batch caligsmalar1 sirasinda, segici
agir metal akiimiilasyonu yapabilen tiirlerin, son kalintidaki metal konsantrasyonun yani
sira baglangic metal konsantrasyonunu da hesaba katarak deneyleri tasarlamislardir.
Calisilan her iki tiir i¢in de Cr* biyosorpsiyonunu gostermislerdir. Canli ve 6lii Bacillus

circulans hiicrelerinin kuru agirhga gore sirasiyla; 23,8 ve 39,9 mg Cr/g hiicre
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oranlarinda biyosorplama yaparken, canli ve 6lii Bacillus megaterium hiicrelerinin kuru
agirliga gore sirasiyla; 15,7 ve 30,7 mg Cr/g hiicre oranlarinda biyosorplama yaptigini
gozlemlemislerdir. Olii hiicrelerin, canli hiicrelere gore daha fazla biyosorpsiyon

yaptigini belirlemiglerdir.

Costa ve Duta, (2001), Bacillus cinsinden baz1 mikroorganizmalarin Cd, Zn, Cu
ve Pb iyonlarimin almimyla ilgili calismalar yapmislardir. Maksimum Cu
biyoakiimiilasyonlarim1 B. sphaericus i¢in 56 mol/g biyokiitle, B. cereus ve B. subtilis
icin 59 mol/g biyokiitle ve Bacillus sp. i¢in 64 mol/g biyokiitle olarak bulmuslardir.
Maksimum Zn biyoakiimiilasyonlarin1 B. sphaericus icin 4,3 mol/g biyokiitle, B. cereus
icin 4,6 mol/g biyokiitle ve Bacillus sp. i¢in 4,8 mol/g biyokiitle, B. subtilis i¢in ise 5
mol/g biyokiitle olarak bulmuslardir. Maksimum Cd biyoakiimiilasyonlarim1 B. cereus
icin 8 mol/g biyokiitle, B. subtilis i¢cin 9,5 mol/g biyokiitle, Bacillus sp. i¢in 10.8 mol/g
biyokiitle ve B. sphaericus i¢in 11,8 mol/g biyokiitle olarak tespit etmislerdir.
Maksimum Pb biyoakiimiilasyonlarim1 B. sphaericus i¢in 0,7 mol/g biyokiitle, B. cereus
icin 1,1 mol/g biyokiitle ve Bacillus sp. i¢in 1,4 mol/g biyokiitle, B. subtilis i¢cin 1,8
mol/g biyokiitle olarak bulmuslardir. Test edilen farkli Bacillus soylarinin ayri alim
kapasiteleri gosterdigini ve en iyi sonuclarin B. subtilis ve B. cereus ile yapilan

calismalarda elde edildigini belirtmislerdir.

Fernandez-Leborans ve Herrero, (2000), bir protozoa toplulugunda Cd ve Pb
davraniglari, bu agir metallerin biyoakiimiilasyonu ve toksisitesi hakkinda yeni bilgiler
elde etmek i¢in calismislardir. Bu amag i¢in farkli konsantrasyonlardaki kirleticiler ile
mikroorganizmalari ¢calismislardir (Metalsiz, 500 pug/l Cd ve Pb ile 1000 pg/l1 Cd ve Pb).
Protozoalarin 7,03-207 ug Pb/g kuru agirlik ve 0,05-332,75 ug Cd/g kuru agirlik olarak
biyoakiimiile ettiklerini bulmuslardir. Bu durumdaki akiimiilasyon kapasitesinin 161,45
pug Pb/kuru agirlik ve 310,75 pg Cd/g kuru agirlik kadar bakterilerinkinden daha fazla
oldugunu gostermislerdir. Her iki metalin eklenmesinin protozoa yogunlugunda kayda

deger bir azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir.
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Hassen ve ark., (1998a), kirletilmis cevrelerde siklikla bulunan agir metallerin,
Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus thuringiensis tarafindan biyosorpsiyonunu
caligmiglardir. Bu metallerin, bakteri gelisimi, kuru hiicre miktari, amonyum
asimilasyonu, pigment {iretimi ve protein sentezi iizerine etkilerini ¢calismislardir. MIC
degerinden daha diisilk metal konsantrasyonlarinin kismi olarak bakteriyel gelisimi
kisitladigini ve uygulanan metal konsantrasyonunda kismi bir inhibisyona neden
oldugunu gormiislerdir. Bakteriyel biyokiitlenin {iretimi; agir metal konsantrasyonuna,
iredigi ortama ve ¢alisilan bakteriyel irka gore degiskenlik gosterdigini belirtmislerdir.
Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus thuringiensis tarafindan metal biyosorpsiyonunun
degiskenlik gosterdigini bulmuslardir. Bu bakteriler tarafindan en iyi adsorbe edilen
elementlerin Hg ve Cu oldugunu belirtmislerdir. Pseudomonas aeruginosa tarafindan Cr
(% 0,07-45,9) biyosorpsiyonu ve Bacillus thuringiensis tarafindan Cu (% 18,7-33,8)
biyosorpsiyonunu sitratin belirgin bir sekilde arttirdigim tespit etmislerdir. Metalik
katyonlarin protein sentezi iizerine degisik etkiler ortaya cikardigini bulmuslardir.
Zn’nin P. aeruginosa’da protein sentezini uyardigim ve Cd’nin B. thuringiensis’de
belirgin bir sekilde protein sentezini inhibe ettigini tespit etmislerdir. MIC degerinin
altindaki konsantrasyonlarda Hg ve Cu’in, P. aeruginosa’nin pigment sentezini daima

inhibe ettigini belirtmislerdir.

Hassen ve ark., (1998b), dogal olarak kirletilmis farkli ¢cevrelerden bakteri izole
etmislerdir. Metal direngli bakterileri se¢misler ve her bir izolat i¢in agir metallerin
minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MIC) degerlerini belirlemislerdir. Ek olarak,
en onemli metalik konsantrasyonlarin (Cu, Zn, Cr, Cd, Co, Hg) mobilitesini kat1 veya
s1vi ortamda iki toksisite testinden elde edilen sonuclarla karsilagtirarak belirlemislerdir.
Kat1 ortamdaki toksisite testlerinin sonuglarini, sivi ortamdakiler ile uyumlu olarak
bulmuslar ancak, kati ortamdaki minimum inhibisyon konsantrasyonlarini sivi
ortamdakinden daha yiiksek oldugunu gérmiislerdir. Kat1 ve s1vi ortamda tolere edilen
metal konsantrasyonlarinin oranlari, metallerin adsorbsiyonu ve kompleksiyon
kapasiteleri iizerine bilgi sagladigim belirtmislerdir. Civa ve daha diisiik bir derece ile
bakirin iyi birer adsorpsiyon ve kompleksasyon kapasitesine sahip oldugunu

bulmuglardir. Cu ve Cr’un en iyi tolere edilen metaller oldugunu tespit etmislerdir.
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Civanin ise Co ve Cd’dan sonra tiim bakteriler i¢in en toksik bilesik oldugunu tespit

etmislerdir.

Gupta ve Keegan, (1997), kiimes hayvam1 diskisinda bulunan
mikroorganizmalar tarafindan sulu cozeltilerden (Pb) kursunun ayristirilmasini
caligmiglardir. Pb ¢ozeltisi, radyoaktif kaynakli olmayan ya da gama-kaynakli olan
atiklarin sulu c¢ozeltilerden (yasayan organizmalarla) biyoakiimiilasyonunu ve (6lii
organizmalarla) biyosorpsiyonunu c¢alismislardir. Hem radyoaktif kaynakli olmayan
hem de gamma-kaynakli atiklardan onemli Olciilerde Pb’un uzaklastirildigini ifade
etmislerdir. 14 giin sonra radyoaktif kaynakli olmayan atiklar tarafindan
biyoakiimiilasyon boyunca ve gamma-kaynakli atiklarin biyosorpsiyon boyunca
uzaklastirllan Pb miktarin sirasiyla; % 44 ve % 30 civarinda oldugunu tespit
etmislerdir. Pb uzaklastirilmasinda 14. ve 60. giin arasinda artisin olmadigin

belirtmislerdir.

Green-Ruiz ve ark., (2008), Bacillus jeotgali varyete U3 bakterisi tarafindan
Cd ve Zn metal iyonlarinin biyosorpsiyonu iizerine batch deneylerinde pH, tuzluluk ve
sicakligin etkilerini caligmiglardir. Metal sorpsiyonunun, pH ya da sicaklik
artinldiginda veya tuzluluk azaltuldiginda yiikseldigini tespit etmislerdir. Cd
biyosorpsiyonu i¢in Langmuir izotermi ve Zn biyosorpsiyonu i¢in Freunlich izoterm
modellerinin daha uygun oldugunu bulmuslardir. Benzer biyokiitlelerle yapilan
calismalara kiyasla Bacillus jeotgali varyete U3’tin Cd ve Zn metal iyonlarinin geri

kazanimlari i¢in iyi bir biyosorbent olarak degerlendirilebilecegini gdstermislerdir.

Ansari ve Malik, (2007), 20 yildan fazla endiistriyel atik sularla sulanan tarim
topraklarinin agir metal igerigini incelediklerinde Fe, Cr, Cu, Zn, Ni ve Cd’un ¢ok
yiikksek diizeylerde oldugunu tespit etmislerdir. Bu topraklardan izole edilmis 40
bakterinin 17 tanesinin Enterobacteriaceae ve 10 tanesinin Pseudomonas oldugunu
bulmuslardir. Maksimum MIC degerlerini Cd icin 200 pug/ml, Zn ve Cu i¢in 400 pg/ml,
Ni i¢cin 800 pg/ml ve Pb i¢in 1600 pg/ml olarak tespit etmislerdir. E. coli WS11’nin Ni
ve Cd biyosorpsiyonlarini hem tek basina hem de iki metal iceren sistemlerde

calismiglardir. Tek metal iceren soliisyon igerisinde iki saatlik inkiibasyon siiresinden



61

sonra 50-400 pg/ml‘lik konsantrasyonlarda Ni biyosorpsiyonlart 6,96’dan 55,31 ug/g
hiicre ve Cd icin 4,96’dan 45,37 ug/g hiicreye yikseldigini tespit etmiglerdir.
Inkiibasyon siiresindeki artigin metal biyosorpsiyonu iizerinde herhangi bir 6nemli

etkiye sahip olmadigini tespit etmislerdir.

Cabuk ve ark., (2007) endiistriyel olarak alkol iiretiminde aktif olarak
kullanilan Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin Cu*? iyonu giderim yetenekleri ve
besiyerindeki Cu direncliliklerini arastirmislardir. pH, baslangic Cu*? iyon
konsantrasyonu, ve siire gibi biyosorpsiyon parametreleri i¢in optimizasyon ¢aligmalari
yapmuslardir. En yiiksek Cu** biyosorpsiyon kapasitesine (58,8 mg/g) pH 5,0 degerinde,
5 dakika gibi kisa bir siirede ve 200 mg/I basglangi¢ Cu*? iyon konsantrasyon degerinde
ulagmiglardir. Ayrica hem kati hem de sivi besiyerinde Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerinin Cu*® iyonlarina karsi toleransi incelenerek biyosorpsiyon ozelligi ile

iliskilendirmeye caligsmislardir.

Elmac ve ark., (2007), olu alg hiicrelerinden Chara sp. ve Cladophora sp.
kullanilarak gergeklestirilen biyosorpsiyon ile sulu ¢ozeltilerden Cu, Cr, Ni ve Pb’nin
uzaklastirilmalar iizerine bu arastirmayi gerceklestirmislerdir. Cu*?, Cr**, Ni*2, Pb**’nin
sulu c¢ozeltilerinden biyosorpsiyonu i¢in, optimum pH degerlerini Cladophora sp. igin;
sirasiyla 6,0, 7,0, 7,0 ve 3,0, Chara sp. icin; 5,0, 3,0, 5,0 ve 4,0 olarak tespit etmislerdir.
Chara sp’nin maksimum adsopsiyon kapasitesi Cr* i¢in 10,54 mg/g kuru agirlik, Pb*>
icin 61,72 mg/g kuru agirlik ve Cladophora sp.’de ise Crt icin 6,59 mg/g kuru agirlhik
ve Pb*? i¢in 23,25 mg/g kuru agirlik olarak bulmuslardir. Diger bir taraftan Cladophora
sp.’de Cu** ve Ni*? biyosorpsiyon kapasitesini sirastyla, 14,28 mg/g kuru agirlik ve
16,75 mg/g kuru agirlik olarak tespit etmislerdir. Bu degerler Chara sp.’den daha
yiiksektir. Chara sp.’de ise Cu** 6,506 mg/g kuru agirlik, Ni*?icin ise 11,71 mg/g kuru

agirlik olarak bulmusglardir.

Oztiirk (2007), Bacillus thuringiensis varyete thuringiensis’in kuru vejetatif
hiicre ve spor-kristal karigimi iizerine sulu soliisyonlardan toksik metal nikel’in
biyosorpsiyonunu pH, baslangi¢c metal konsantrasyonu ve sicaklik degiskenleri altinda

tespit etmistir. Bacillus thuringiensis’in Ni** iyonlarinin adsorpsiyon davranisini hem



62

Langmuir hem de Freundlich izotermleri ile ifade etmistir. Metal ile adsorpsiyon
isleminin her iki izoterme uygunluk sagladigim ifade etmistir. 250 mg/l nikel
konsantrasyonunda, Bacillus thuringiensis’in spor-kristal karigtminin nikel iyon
almimint % 15,7 olarak bulmustur. Halbuki vejetatif hiicrenin metal alimimin1 % 10

olarak bulmustur. Iyon alim i¢in en iyi sicakligin 35 °C oldugunu rapor etmistir.

Burnet ve ark., (2006), termofil Anoxybacillus flavithermus’da kadmiyum
adsorpsiyonunu belirlemek icin batch adsorpsiyon deneylerini yapmislardir. Yiizey
kompleksasyon modellerini (SCM) spesifik adsorpsiyon modellerini belirlemek icin
kurmuslardir. Adsorpsiyon reaksiyonlarin1 ve stokiometreleri, spektroskopik teknikleri
kullanarak simirlamislardir (XANES, EXAFS ve ATR-FTIR). Sonuglarin A.
Sflavithermus’un Cd adsorpsiyon davranisinin diger mezofilik bakterilerinkine benzer
oldugunu gostermislerdir. Yiiksek bakteri-Cd oranlarinda Cd adsorpsiyonu bir
deprotonize edilmis hiicre duvar1 karboksil fonksiyonel gruplu 1:1 kompleksinin
olusumu ile gerceklestigini tespit etmislerdir. Diisiik bakteri-Cd oranlarinda, ikinci bir
adsorpsiyon mekanizmas1 olan Cd-fosforil, CdOH-karboksil, ya da CdOH-fosforil
yiizey komplekslerinin olusumunu tespit etmislerdir (pH>7,0). X-ray absorpsiyon
spektroskopik incelemeleri sonucunda 1:1 Cd-karboksil yiizey kompleks olusumunu
dogruladigimi, fakat bu deneyde kullanilan bakteri-Cd oranindan dolayr diger
kompleksasyon mekanizmasi ya da mekanizmalarinin spektroskopik bilgiler ile

¢Oziimleyememislerdir.

Parvathi ve ark., (2006) maya Saccharomyces cerevisiae ve mantar Aspergillus
niger biyokiitlelerini kullanarak sulu c¢ozeltilerden mangan biyosorpsiyonu
calismislardir. Mangan biyosorpsiyonu denge zamanimi Aspergillus niger ve
Saccharomyces cerevisiae igin sirasiyla 60 ve 20 dakika, alimin ise 19,34 ve 18,95 mg/g
oldugunu bulmusglardir. Biyosorpsiyon kapasitesinin; pH, biyokiitle ve mangan

konsantrasyonunun artmasiyla beraber arttigini belirlemislerdir.

Hetzer ve ark., (2006), termofilik bakteriler tarafindan metal iyon
adsorpsiyonunu incelemek i¢in yiizey kompleksasyon modellerini (SCMs) rapor

etmislerdir. Baslangi¢c kadmiyum iyon toksite testlerinde Geobacillus cinsleri, CdCl,‘ye
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(oldugunca yiiksek 400’den 3,200 uM’ye kadar) en yiiksek tolerans gosterdiklerini
bulmuglardir.  Termofilik ve Gram pozitif bakteriler olan  Geobacillus
stearothermophilus ve G. thermocatenulatus tiirlerinin hiicre duvart igindeki ve
iizerindeki fonksiyonel gruplar tarafindan Cd** kompleksasyonunu karakterize etmek
amactyla daha ileri diizeyde elektroforetik mobilite, potentiometrik titrasyonu ve cd*
adsorpsiyonu deneyleri icin se¢mislerdir. Farkli tek alan SCM’leri, hem bir dizi pH
degerleriyle ilgili calisilan Geobacillus sp. irklar1 hem de metal/bakteri konsantrasyon
oranlariyla ilgili kadmiyum iyon adsorpsiyonunun kapsamini tanimlamislardir.
Sonuglari, mezofilik bakteriler i¢in onceki raporlarla kiyaslandiginda burada arastirilan
her iki termofilik varyeteler i¢in kadmiyum biyosorbisyonuna farkli bir fonksiyonel

grup tiiriiniin dahil edilebilecegini rapor etmislerdir.

Ianis ve ark., (2006), canli Penicillum cyclopium hiicreleri {izerine Cu’nin
biyosorpsiyonunu caligmiglardir. Agir metal alimmini hizli, yiiksek ve soliisyondaki
bakir iyon konsantrasyonlarina ve biyokiitle konsantrasyonuna giiclii bir sekilde bagl
oldugunu bulmuslardir. P. cyclopium tarafindan alinan toplam Cu iyonlarinin biiyiik bir
cogunlugu ilk 5 dakika icerisinde hiicre yiizeyinde biriktirildigini bulmuslardir (% 75).
Geriye kalan % 25’lik kismin sonraki 50 dakika igerisinde hiicreye baglandigini tespit
etmislerdir. Optimum pH’y1 4,5 olarak bulmuslardir. P. cyclopium tarafindan bakir
biyosorpsiyonunun, hiicre yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar ile metal iyonlar
arasindaki fiziko-kimyasal etkilesimlerin yanisira gruplar arasindaki elektrostatik

cekimin de bu islemde 6nemli bir rol oynadigini ileri siirmiislerdir.

Al-Garni, (2005), hem kapsiilsiiz (Citrobacter freundii) hem de kapsiillii
(Klebsiella pneumoniae) Gram Pozitif bakterilerin kursun biyosorpsiyonunu karakterize
etmistir. Soliisyonun pH’s1, baslangi¢c metal konsantrasyonu, kuru toz haline getirilmis
bakteri miktar1 ve etkilesim zamanminin kursun biyosorpsiyonunu etkiledigini
belirtmistir. Test edilen iki bakterinin optimum biyosorpsiyon parametreleri; pH: 4,0,
baslangic metal konsantrasyonu 481,2 mg/l, 100 dakika ve 2 g kuru hiicre/l olarak
bulunmustur. Buna ilaveten her iki organizmanin kurutulmus toz hiicreleri,
biyosorpsiyon etkinliklerinde herhangi bir kayip olmaksizin oda sicakliginda uzun bir

zaman boyunca (125 giin) giivenli bir sekilde saklanabildigini tespit etmistir. Kapsiil
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varliginin bakterilerin adsorbsiyon etkinliklerini artirdigin1 ortaya ¢ikardigimi rapor

etmistir.

Elmaci ve ark., (2005), yaygin olarak kullanilan ii¢ alg tiiriiniin (Chara sp.,
Cladophora sp. ve Chlorella sp.) sentetik olarak hazirlanan bir hidroliz boyar maddenin
Remazol Turkish Blue-G ve Zn, Cd, Co agir metallerinin biyosorpsiyonu ig¢in
kullanmiglardir. Kesikli olarak yiiriitillen denemelerde, degisik boyar madde (40-100
mg/l) ve agir metal konsantrasyonu (20-60 mg/l) ve degisen pH araliginda (2,0-8,0) alg
tiirlerinin biyosorpsiyon karakteristiklerini arastirmislardir. En iyi giderimin saglandig
optimum pH Cladaphora sp. ile yapilan calismada Cd, Zn ve Co ig¢in sirasiyla; 6,0; 5,0
ve 5,0; Chara sp. ile yapilan calismada 6,0; 5,0 ve 6,0; Chlorella sp. ile yiiriitillen
calismada 5,0, 6,0 ve 5,0 olarak belirlemislerdir. Agir metal caligmasinda en iyi
giderimin Cladophora sp. ile elde edildigini tespit etmislerdir. Boyar madde
gideriminde {ii¢ alg tiirii icin optimum pH’1 2,0 olarak bulmuslardir. Boyar madde ile
yapilan ¢alismada en iyi giderim veriminin ise Chlorella sp. ile elde edildigini tespit
etmislerdir. Sonug¢ olarak secgilen ii¢ alg tiiriiniin hem renk hem de agir metal

gideriminde etkili oldugunu rapor etmislerdir.

Sahin ve Oztiirk, (2005), Cr*® iyonlarmin biyosorpsiyonu icin Bacillus
thuringiensis var. thurigiensis kuru vejetatif hiicre ve spor-kristal karisimi iizerine sulu
soliisyonlarda batch metodu kullanarak; pH, metal iyon konsantrasyonu ve sicaklik
fonksiyonlarmi test etmislerdir. Optimum adsorpsiyon pH degeri Cr* iyonlar1 i¢in pH:
2,0 olarak bulmuslardir. Optimal kosullarda baslangic metal iyon konsantrasyonunun
artistyla metal iyon alintminin arttigin1 gostermislerdir. Bacillus thuringiensis’in spor-
kristal karisiminin Cr*® iyon alimmminm 250 mg/I’de % 24,1 olarak bulmugslardir. Bununla
beraber, Bacillus thuringiensis’in vejetatif hiicresinin metal alinimin1 % 18 olarak tespit
etmiglerdir. En iyi biyosorpsiyon sicakligini 25 °C olarak bulmuglardr. Cr*t iyonlar1 ve
biyosorbent arasindaki etkilesim hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in Scathard plot

analizleri kullanmislardir.
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Tawfik ve ark., (2005), “Co gama kaynag bulunan sogutucudan izole edilen
Bacillus pantothenticus ve Bacillus megaterium’un uranyum absorbsiyon kapasitelerini
calismislardir. Pseudomonas putida ve Pseudomonas chlororaphis referans tiirler olarak
kullanilmigtir. Uranyum alinimi ile alakali lokal tiirlerin referans tiirlerden daha uygun
oldugunu bulmuslardir. Bacillus megaterium ve Pseudomonas chlororaphis tarafindan
maksimum uranyum alimimim 20 ug U/ml ve B. pantothenticus’un maksimum uranyum
alinimm 30 pg U/ml oldugunu bulmuslardir. Transmisyon elektron mikroskobu
calismasinda uranyumun ¢alisilan izolatlarin hiicre yilizeyine absorbe oldugunu
gostermislerdir. Ayrica biyokiitle konsantrasyonu artisinin uzaklastirilan total uranyum
miktarin1 arttirdigini tespit etmislerdir. Olii hiicrelerin uranyum aliniminin canh
hiicrelerle kiyaslandiginda aym1 ya da daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. B.
pantothenticus, P.putida ve P. chlororaphis’te maksimum alimin pH: 4,0’te oldugu
halbuki M. megaterium i¢in pH: 6,0 oldugunu bulmuslardir. B. pantothenticus harig
calisilan tim tiirlerde uranyum alinimina sicaklik etkisinin Onemli oldugunu

bulmuslardir. Metabolik inhibitorlerin alim etkilemediklerini tespit etmislerdir.

Nakajima ve Tsuruta, (2004), onsekiz bakteri tiiriinii, toryum ve uranyum
adsorblanma yeteneklerini belirlemek amaciyla incelemiglerdir. Toryum igin
Artrobacter nicotinae ve Micrococcus luteus, uranyum igin ise Artrobacter
nicotinae’nin yiikksek adsorpsiyon kapasitesi gosterdigini tespit etmiglerdir. 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.

Ozdemir ve ark., (2003), aktif camurdan izole edilen Ochobactrum anthropi’de
krom, kadmiyum ve bakir adsorpsiyonunu ¢aligmislardir. Oncelikle pH etkisi, metal
konsantrasyonu ve etkilesim zamaninin etkilerini belirlemiglerdir. Optimum
adsorpsiyon pH degerlerini; krom, kadmiyum ve bakir i¢in sirasiyla; 2,0, 8,0 ve 3,0
bulmuglardir. Ayrica kuru biyokiitle icin metal aliminda baslangic metal

konsantrasyonunun etkisini de incelemislerdir.
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Salehizadeh ve Shojaosadati, (2003), Bacillus firmus tarafindan {iretilen
polisakkarit ile Pb, Cu ve Zn iyonlarinin adsorbsiyonunu ¢alismiglar. Metal iyonlarinin
adsorbsiyonunun 6zellikle soliisyonun baslangi¢c pH’sindan, baslangi¢c metal iyonundan,
polisakkarit konsantrasyonundan ve soliisyondaki diger iyonlarin varligindan
etkilendigini tespit etmislerdir. Optimum pH’da Pb, Cu ve Zn iyonlarinin alinimini
sirasiyla; % 98,3, % 74,9 ve % 61,8 olarak bulmuslardir. Metal iyonlariin
uzaklagtirrlmasinin nétral pH’da distiigiinii ve genellikle bagslangic adsorbsiyon

oraniin hizli ve 10 dakika sonra dengeye ulastigini tespit etmislerdir.

El Bayaumy, (2002), alt1 farkli agir metalin (Cu, Ni, Cd, Cr, Pb ve Zn) siilfat
rediikleyici bakteriler tizerine (SRB) biyosorpsiyonunu ¢alismistir. Her bir metali ayr
ayr ekleyerek farkli SRB biyokiitlelerinin biyosorpsiyonunu test etmistir. Calkalamall
ve statik kosullarda calismistir. Pb hari¢ diger bes metal karisiminin uzaklastirma

oranlarini sirasiyla; Cr>Cu,Zn,Cd>Ni olarak tespit etmistir.

Kaewchai ve Prasertsan, (2002), hem polimer iireten ii¢ termotolerant bakteri
Bacillus subtilis WD 90, Bacillus subtilis SM 29 ve Enterobacter agglomerans SM 38’1
hem de onlarn biyoflokulantlarinin Ni ve Cd agir metalleri icin adsorpsiyon
kapasitelerini incelemislerdir. pH ve agir metal konsantrasyonunun etkilerini
arastirmiglardir. E. agglomerans SM 38’in kuru hiicreleri tarafindan Ni ve Cd
adsorbsiyonu icin optimum pH’1 sirasiyla 7,0 (% 25,5 uzaklastirma ) ve 8,0 (% 32
uzaklastirma) olarak tespit etmisleridir. Bacillus subtilis WD 90 ve Bacillus subtilis SM
29 icin optimum pH: 8,0’de Ni uzaklastirilmasi sirasiyla; % 27 ve % 25 olarak ve Cd
uzaklagtirilmasi sirasiyla; % 28 ve % 28,5 olarak bulunmustur. E. agglomerans SM 39’
un kuru ve yas hiicreleri tarafindan agir metal adsorbsiyonu caligmasinda, nikel ve
kadmiyumun baglangi¢c konsantrasyonunun sirasiyla 30 ve 60 ppm’e yiikseltilmesi ile

biyosorpsiyon seviyesinin biraz arttigini tespit etmislerdir.

Nourbakhsh ve ark., (2002), Bacillus sp.’de Cr*®, Pb** ve Cu** iyonlarmin
batch yéntemine gore biyosorpsiyonunu arastirmuslardir. Cr*, Pb*? ve Cu*? iyonlarmin
farkli konsantrasyonlarim1 barindiran ¢oklu metal ¢ozeltilerinde 27 °C’de ve siklikla

endiistriyel atik sularda goriilen pH: 4,0-7,0 degerlerinde adsorpsiyon caligmiglardir.
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Metallerin mikroorganizmaya ko-adsorpsiyonu, kombinasyonu ve konsantrasyonu
kismi yarigmali adsorpsiyonu etkiledigini bulmuslardir. Sonug olarak, metal iyonlarinin
karisiminda sadece bir cesit metal iyonunun biyosorpsiyonu krom ve bakir
biyosorpsiyunu ile karsilastirlldiginda azalirken kursun biyosorpsiyonunun olduk¢a

yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Rho ve Kim, (2002), dort Streptomyces’in agir metal adsorbsiyonlarini
birbirleri ile karsilagtirmiglardir. Test edilen soylar arasinda Streptomyces
viridochromogenesen’in etkin metal baglama aktivitesi gosterdigini tespit etmislerdir.
Tekli metal ortamlarinda adsorpsiyon potansiyelini sirasi ile Zn>Cu>Pb>Cd olarak
tespit etmislerdir. Halbuki bu adsorpsiyon sirasimi karistk metal reaksiyonlarinda
degistigini tespit etmislerdir. Metal adsorpsiyon reaksiyonlarinin olduk¢a hizli, pH’ya
bagimli ve kiiltiir yagindan bagimsiz oldugunu tespit etmisler ve bu durumu agir metal
iyonlan ile hiicre duvari komponentleri arasindaki fizikokimyasal reaksiyonlar ile
olabilecegini diisiinmiislerdir. Metal tolerant soylarin en zayif adsorbe edici aktivite
gosterdigini ve bu durumu metal biyosorpsiyonunun metal toleransi tabanli olmadigina

isaret ettigini vurgulamiglardir.

Clausen, (2000), Cu, Cr ve As ile kontamine olmus alt1 farkli bolgeden
kromlanmis bakir-arsenat uygulanmis odundan 28 bakteri izole etmistir. Izolatlarin, 8
farkli toprak bakterisi cinsinden 13 tiirlinii icerdigini belirlemistir. Bu izolatlardan
Acinetobacter calcoanceticus FNO2, Aureobacterium esteroaromaticum VV03 ve
Klebsiella oxytoka CCO08’in kromun % 98’inin uzaklastirabildigini tespit etmistir.
Bacillus licheniformis CC01’in 6nislem uygulanmis odundan % 93 oranla en yiiksek
bakir1 uzaklastirdigini  bulmustur. Bacillus licheniformis CCOl ve Acinobacter
calcoaceticus FN 02’nin sirasiyla % 44 ve % 48 oraninda arsenigi uzaklastirdigini tespit

etmistir.

Leung ve ark., (2000), hem metal yoniinden kirli endiistriyel atiklar hem de
belediye atik suyunu isleyen aktive edilmis sulu camurdan alinan metale kars1 direngli
ve direncli olmayan toplam 19 bakteri izole etmis ve tanmimlamislardir. izolatlarin hem

Gram pozitif (Micrococcus) hem de Gram negatif (Pseudomanas) bakterileri icerdigini
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gormiislerdir. Bes farkli agir metal i¢in (Cu, Ni, Zn, Pb ve Cr) bu izolatlarin
biyosorpsiyon kapasitesinin optimum pH: 5,0 ve baglangic metal konsantrasyonunun
100 mg/l oldugunu belirlemislerdir. Pseudomanas pseudoalcaligenes ve Micrococcus
luteus’un belirli miktarda Cu ve Pb’yi uzaklastirabilme ozelligine sahip oldugunu
gormiislerdir. Her iki tiir i¢in metal uzaklastirnlmasiyla ilgili pH’nin 2,0’den 6,0’ya
kadar artistyla metal biyosorpsiyonun arttigin1 gostermislerdir. Arastiricilar ayrica
Pseudomanas pseudoalcaligenes’in  biyosorpsiyonuyla ilgili iyon rekabetini de
calismislardir. Siilfirik asit (0,05 M)’in, test edilen 11 madde icerisinde en etkili

desorbisyon araci oldugunu tespit etmislerdir.

Sag ve Kutsal, (2000), Zoogloea ramigera ve Rhizopus arrhizus’un Fe**, Cr*,
Pb*?, Cu*™ ve Ni*? iyonlarmm sicaklik ve baslangic metal konsantrasyonunun

biyosorbsiyonu iizerine etkilerini ¢alismiglardir.

Taniguchi ve ark., (2000), Zn madenlerindeki topraklardan izole edilen Zn
direncli Brevibacterium sp. varyete HZM-1’in yiiksek Zn absorbe kapasitesi
gosterdigini  bulmuglardir. Langmiur izoterm kinetikleri ile HZM-1 hiicrelerinin
maksimum metal baglama kapasitesinin 0,64 mmol/g kuru hiicre oldugunu
gostermiglerdir. Buna ilaveten HZM-1 hiicrelerinin dogal ¢evreden Zn uzaklastirmak
icin mitkemmel bir biyosorbent oldugunu gostermislerdir. Hiicrelerin minimum 15 mM
ZnCl, varhiginda gelisebildigini ve boylece Zn ile kontamine olmus su sistemlerine in

situ olarak uygulanabilir olduklarim gostermislerdir.

Yan ve Viraraghavan, (2000), farkli kimyasallarla 6n islem uygulanmis Mucor
rouxii’'ye Pb*?, Cd*2, Ni*%, ve Zn*? biyosorpsiyonunu calismislardir. NaOH, Na,CO; ve
NaHCOj; gibi alkali kimyasallar ve deterjanlarla 6n islem uygulanmis Mucor rouxii
biyokiitlesi ile canli Mucor rouxii karsilastirildiginda biyosorpsiyon kapasitesini

gelistirdigi ya da mevcut kapasiteyi muhafaza ettigini tespit etmislerdir.

Kotrba ve ark., (1999), Gly-His-His-Pro-His-Gly (HP olarak adlandirilan) ve
Gly-Sis-Gly-Sis-Pro-Sis-Gly-Sis-Gly (CP) sekanslarinin metal baglayici peptidleri,

LamB proteinlerine aktarmislar ve E. coli’de ifade edildigini gostermislerdir. Peptidlerin
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Cd** HP ve Cd*-CP’ye stokiometrileri sirasiyla 1:1 ve 3:1 olarak tespit etmislerdir.
Hibrit LamB proteinlerini E. coli’nin dis membraninda uygun bir sekilde paketlenmis
oldugunu tespit etmislerdir. Yeni eklenmis metal baglayici peptidler tasiyan E. coli’nin

izole edilen hiicre kalintilari Cd* baglama kapasitesinde 1-8 kata kadar bir artis

+2 +25

gosterdigini rapor etmiglerdir. Bu peptidler, Cd**, Cu™ ve Zn'™nin E. coli’de
biyoakiimiilasyonunu gerceklestirmislerdir. CP’nin yiizeyde gosterdigi gelisme
ortaminda E. coli’nin Cd** baglama yeteneginin 4 kat artis gosterdigini bulmuslardir.

HP peptidlerinin Zn akiimiilasyonunda bir artiga yol agcmadigin1 tespit etmislerdir.

Seki ve ark., (1998), sucul ortamlardan toksik agir metallerin uzaklastirilmasi
icin mor, siilfiirsiiz bakteri Rhodobacter sphaeroides ve hidrojen bakterisi Alcaligenes
eutrophus H16’in biyosorpsiyonunu ¢alismislardir. R. sphaeroides ve A. eutrophus H16
buharla steril edilerek inaktif hale getirmisler ve Cd** ve Pb*? iyonlarmin biyosorpsiyon
karakteristigini ¢alismislardir. Metal baglanma bilgilerinin tanimlanmasinda, Plette ve
ark.’nin 6nerdigi metal baglama modelinin basitlestirilmis versiyonunu kullanmislardir.
Tiim bakteri hiicreleri yapilarina iki degerlikli metal iyonlarinin biyosorpsiyonu iki
farkli asidik bolge olan karboksilik ve fosfotik tipi bolgelerin tekli baglanmasindan
dolay1 oldugunu tespit etmislerdir. A. eutrophus’un metal baglanma bolgesinin R.

sphaeroides’den 2,4 kat daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Sag ve Kutsal (1995), agir metal uzaklastirilmasi i¢in optimum kosullari
belirlemek amaciyla Zoogloea ramigera bakterisi iizerinde adsorpsiyon pH’s1 ve
sicakliginin etkilerini cahsmuslardir. Pb*2, Cu** ve Ni*? iyonlari i¢in optimum baslangic
pH: 4,0-4,5 iken, Fe*? iyonlar i¢in pH 2,0’de daha yiiksek biyosorpsiyon kapasitesi
gosterdigini bulmuglardir. Biyokiitlenin baslangi¢ biosorpsiyon hizlar1 ve adsorpsiyon
kapasiteleri Pb** ve Fe* iyonlar i¢in 25-45 °C araliginda sicakligin artmasiyla artarken,
Ni*? ve Cu*™ iyonlar1 i¢in maksimum biosorpsiyon hizlarinin 25 °C’de oldugunu tespit

etmislerdir.

Mullen ve ark., (1989), Ag'', Cd"”, Cu™ ve La" iyonlarmm sudan
uzaklastirllmasi icin batch denge metodu kullanilarak dort bakterinin biyosorpsiyon

yetenegini denemigler. 0,001-1 mM konsantrasyon araliginda Cd ve Cu sorpsiyonunu
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Freundlich izotermleriyle tanmimlamislardir Hem Cd hem de Cu icin 1 mM
konsantrasyonda P. aeruginosa ve B. cereus’un metal uzaklastirilmasi icin sirasiyla en
fazla ve en az etkili oldugunu tespit etmislerdir. Freundlich K sabitinin E. coli’de Cd’nin
ve B. subtilis’de ise Cu’in uzaklastirlmasinda en etkili oldugunu gostermislerdir. Cd*?,
Cu** ve La" iyonlart 1 mM’lik ¢ozeltiden sirasiyla % 12, 29 ve 27’lik verimle
uzaklastirilirken, Ag*' iyonlarimin bakteri sorpsiyonuyla 1 mM’lik ¢ozeltiden % 89’lik
verimle uzaklastirlldigini bulmuslardir. Elektron mikroskobu c¢aligsmalarinda, La*
iyonlarinin hiicre yiizeyine igne seklinde kristalin halinde ¢cokelek olusturarak biriktigini
gostermislerdir. Ag+1 iyonlar hiicre yiizeyinde ve nadiren de stoplazmada ayr1 kolloidal

kiimeler halinde ¢oktiigiinii tespit etmislerdir.

Iyer ve ark., (2005), Giiney Hindistan sahillerinde izole edilen deniz bakterisi
Enterobacter cloaceae tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritin agir metal baglama
ozelliklerini calismislardir. Ekzopolisakkarit 100 mg/1’lik agir metal konsantrasyonunda
Cd icin % 65 Cu icin % 20 ve Co i¢cin % 8’lik mitkemmel bir baglama o6zelligi
gosterdiklerini  tespit etmislerdir. Bununla birlikte Hg ile baglanmadigim da

bulmuslardir.

Loaec ve ark., (1997), Alteromonas macleodii subs. fijiensis’den elde edilen
EPS (Ekzopolisakkarit) tarafindan sulu ¢ozeltilerde tekli ve ikili karigimlarda Pb, Cd ve

Zn’nin biyosorpsiyonunu tespit etmislerdir.

Huang ve ark., (2003), MerP proteinlerinin Hg**'yi baglamak iizere iki sistein
grubu igeren oldukca korunmus bolgelere sahip oldugunu ve MerP proteininin bu iki
sisteini bitisik olarak bulunduran Gram pozitif bakteri Bacillus cereus (RC607) un mer
operonundan koken aldigim1 belirtmislerdir. Buna karsin Gram negatif bakteri
Pseudomanas sp-K-62 ise bu sistemleri birbirinden ayr1 bulundurdugunu ifade
etmislerdir. E.coli BL21’de MerP genleri klonlandigimm ve ifade edildigini
belirtmislerdir. Meydana gelen rekombinant soylarin Hg+2 direncinde 6 ila 8 kat artis ve
Hg*? adsorbiyon kapasitesinde % 10’luk bir artis gosterdigini tespit etmislerdir. Gram
pozitif MerP tasiyan soylarda ifade edilen MerP’nin sirasiyla Cu*?, Cd** ve Pb*? icin

adsorbiyon kapasitesinde % 42, 84 ve 33 oraminda artirdigimi bulmuslardir. MerP
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icermeyen hiicrelerle Gram negatif MerP tasiyan soylar kiyasladiklarinda Cu*?, Cd** ve
Pb*? adsorpsiyonunda sirasiyla % 47, 55 ve 12 oraninda artis gosterdigini bulmuslardir.
Bacillus MerP’ten koken almis peptidler icin baglama kapasitesi Cu, Cd ve Pb icin
sirasiyla 0,72, 0,45 ve 0,36 mol/mol peptit olarak bulmuslardir. Pseudomanas MerP
metal baglama motifi iceren peptid icin baglama kapasitesi Cu, Cd ve Pb icin sirasiyla
0,51, 0,45 ve 0,31 mol/mol peptit olarak tespit etmislerdir. Bu sonugla birbirine yapisik
sisteini ihtiva eden MerP’lerin metal baglamada ayr sistein tasiyicilara oranla daha

etkili oldugunu gostermislerdir.

Dogru ve ark., (2007), yeni bir biyosorbent olarak iz metal belirlemede
Amberlit XAD-4 iizerine Bacillus subtilis hiicrelerini immobilize etmislerdir. pH,
adsorbent miktari, eliientin tipi ve hacmi, soliisyonun akis hizi ve metal iyonlarinin
tutunumu iizerine metallerin bozucu etkisi gibi cesitli parametreleri calismislardir. Cu ve
Cd’nin kantitatif sorpsiyon pH degerlerini 7,0 ve 7,5 olarak bulmuslardir. Bu bagh olan
metalleri 1 M HCI ile desorbe etmisler ve geri kazamimi % 96-100 olarak tespit
etmislerdir. Re¢inenin sorpsiyon kapasitesini Cu ve Cd igin sirasiyla; 0,0297 ve 0,035
mmol g olarak bulmuslardir. Ayni1 zamanda bazi elektrolitlerin tolerans limitlerini de
caligmiglardir. Bunlara ilaveten, dogal nehir ve kuyu su sistemlerindeki sulu

soliisyonlarda Cu ve Cd’un seviyelerini belirlemislerdir.

Wuyep ve ark., (2007), atik sulardan 2 6rnek toplamislar ve atik sulardaki
metallerin ilk konsantrasyonlart1 ve diger elementleri X-ray floresans spektroskopi
kullanarak belirlemislerdir. Kalsiyum aljinat {izerine immobilize edilmis beyaz ¢iiriik¢iil
fungus Polyporus squamosus’n 500 ml’lik atitk su Orneklerine uygulamislardir.
Biyosorpsiyon arastirmalarin1 hareketli biyoreaktdrde gerceklestirmislerdir. Elde edilen
sonuclar, bos kalsiyum aljinat yataklarma oranla immobilize edilmis canli misel P.
squamosus tarafindan uzaklastirillan agir metallerin miktarinda O6nemli bir artis
gozlemlemislerdir. Immobilize edilmis Polyporus squamosus un biyosorpsiyonu
tizerine pH nin 6nemli bir rol oynadigin1 ve pH: 4,0-6,0 araliginda metal iyonlarinin

maksimum adsorpsiyona sahip oldugunu bulmuslardir.
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Baytak ve Tiirker, (2005), Amberlit XAD-4 {izerine immobilize edilmis
Agrobacterium  tumefaciens’i  Fe*, Co*’, Mn" ve Cr” metallerinin
prekonsantrasyonunu c¢aligmislardir. pH, adsorbent miktari, eliient tipi ve hacmi, 6rnek
soliisyonun akis hiz1 ve 6rnek soliisyonun hacmi ve metal iyonlarinin kazanimi tizerinde
matriksin bozucu etkisini arastirmiglardir. Yukarida bahsedilen metal iyonlarinin
sorpsiyonu i¢in optimum pH’lar sirasiyla 6,0, 8,0, 8,0 ve 6,0 olarak tespit etmislerdir.
Co** ve Mn* icin adsorbent yiikleme kapasitesini sirayla 29 ve 22 pumol/g olarak
bulmuslardir. Optimum kosullar altinda Fe**, Co*, Mn* ve Cr*>un geri kazanimlarint
% 95’lik giiven seviyesinde sirasiyla % 9943, % 9942, % 98+3 ve % 98+3 olarak

bulmuslardir.

Ozdemir ve ark., (2005), aktif camur bakterisi Chryseomonas luteola TEMOS
tarafindan iiretilen ekstraselliiler polisakkarit, kalsiyam aljinat ve sodyum aljinat
tizerinden ve immobilize edilmis C. luteola TEM35°de sulu ¢6zeltilerden bakir ve nikel
adsorpsiyonunu ¢alismislardir. Sonra coklu metal iyonlar igeren bu iyonlarla birlikte
hazirlanmis ve bu karisimlarin kismi yarigsmali adsorpsiyonlarini arastirmislardir. Jel
yatagindaki metal adsorpsiyonu i¢in 25 °C’de ve pH 6,0’da c¢alismislardir. Langmuir
izotermlerinde maksimum adsorpsiyon kapasitesi kalsiyum aljinat, kalsiyum aljinat +
EPS, kalsiyum aljinat + C. Luteola TEM35 ve kalsiyum aljinat + EPS + C. luteola
TEM35 bakar i¢in sirasiyla 1,505, 1,989, 1,976 ve 1,937 mmol/g kuru hiicre ve Ni i¢in
sirasiyla 0,996, 1,224, 1,078 ve 1,219 oldugunu tespit etmislerdir.

Baytak ve Tiirker, (2004), alasimlardaki Mn’nin belirlenmesi i¢in Amberlite
XAD-4 tizerine immobilize edilmis Saccharomyces carlsbergensis’i prekonsantrasyon
yontemi kullanarak tespit etmeye calismislardir. Optimum pH, adsorbent miktari,
mikroorganizma miktar1 ve Ornek soliisyonun eliient tipi ve hacmi manganin geri
kazanimi igin tespit etmislerdir. Bu sonuglari, mikroorganizma kullanilmayarak elde
edilen sonuglarla karsilastirmiglardir. Optimum sartlar altinda mikroorganizma ile
yapilan calismada geri kazanimi % 98+3 ve mikroorganizmasiz % 68+2 olarak
bulmuglardir. Mangan i¢in bu degerlerin giiven seviyesini % 95 olarak belirtmislerdir.
Manganin  belirlenme  limitini  mikroorganizmali  ve  mikroorganizmasiz

prekonsantrasyon ¢alismasinda sirasiyla 60 ng/ml ve 197 ng/ml olarak tespit etmislerdir.
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Lebeau ve ark., (2002), izole edilen bakteri ZAN-044 (% 99,5 oraninda
Bacillus simplex’e benzerlik gosteren), actinomycetes R27 ve bir basidiomycetes olan
Fomitopsis pinicola’nin tarimsal topraga inokiilasyonundan sonra Cd biyosorpsiyonunu
test etmislerdir. Aljinat yataklarinda tutuklanmis ya da serbest degisik mikrobiyal
hiicrelerde Cd biyosorpsiyonunu karsilastirilmis ve degisik Cd konsantrasyonlar1 (1 ve
10 mg/L) ile degisik pH (5,0, 6,0 ve 7,0) araliklarinda sivi ortamda ve toprak
ekstraktinda inkiibe etmislerdir. Ortamdaki Cd konsantrasyonunun mikroorganizmalar
tarafindan biyosorbe edilen Cd yiizdesi iizerine énemli bir etkiye sahip oldugunu tespit
etmislerdir. Fakat kiiltiir ortaminin (tutuklu ya da serbest) herhangi bir yan etki
olusturmadigim1 gormiiglerdir. F.  pinicola ve actinomycetes R-27°de ortamdaki
kadmiyum konsantrasyonu arttirildiginda dahi serbest hiicreler tarafindan biyosorbe
edilen kadmiyum yiizdesinin azalmadigin1 bulmuslardir. Diger taraftan diisiik bir Cd
konsantrasyonunda (1mg/1) bakteri ZAN-044 tarafindan biyosorbe edilen Cd’un yiizdesi
pH: 7,0’de maksimum oldugunu tespit etmislerdir. Buna karsin bu bakterinin 10 mg/L

de gelismedigini ve Cd akiimiilasyonu gerceklestirmedigini gostermislerdir.

Yalcinkaya ve ark., (2002), kalsiyum aljinat yataklar1 iizerine tutuklanan
Pleurotus sapidus bazidosporlarnin sulu ¢ozeltilerden Cd* ve Hg™ iyonlarmin
uzaklastirlmasim cahismuslardir. Cd** ve Hg** iyonlarimin aljinat yataklari iizerine
biyosorpsiyonunu hem immobilize hem de 1s1 ile inaktive edilmis P. sapidus miselleri
30-500 mg/] konsantrasyon araliklarindaki sulu ¢ozeltilerde ¢alismuslardir. Cd** ve Hg*
iyonlarinin konsantrasyonlarinin artmasiyla beraber biyosorpsiyon oranin da arttigini
tespit etmislerdir. P. sapidus’un immobilize edilmis hem canli hem de 1s1 ile inaktive
edilmis miselleri i¢cin maksimum biyosorpsiyon kapasitelerini Cd* icin; 96,57mg/g
(0,86mmol/g) ve 127,12 mg/g (1,13mmol/g) ve Hg+2 i¢in ise 207,89 mg/g (1,04mmol/g)
ve 287,43 mg/g (1,43mmol/g) olarak bulmuslardir. Biyosorpsiyon dengesinin yaklagik 1
saatte kuruldugunu ve Langmiur izotermi ile iyi bir sekilde tanimlandigini
belirtmislerdir. 15-45 °C arasindaki sicaklik degisimlerinin biyosorpsiyon kapasitesini
degistirmedigini tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda pH’nin etkisini calismislar ve hem
canli hem de 151 ile inaktive edilmis immobilize fungal miseller tarafindan maksimum

biyosorpsiyon araliginin pH: 3,0-7,0 araliginda oldugunu bulmuslardir.
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Bag ve ark., (1999), Aspergillus niger’in sepiolit iizerine tutuklanmasiyla
gerceklestirilen ~ prekonsantrasyondan ~ sonra  alevli atomik  adsorpsiyon
spektrofotometresi ile jeolojik orneklerdeki Cu, Zn, Fe, Ni ve Cd’un belirlenmesi i¢in
bir metod gelistirmislerdir. Prekansantrasyon c¢alismalart icin, kolon adsorpsiyon
metodunu kullanmiglardir. pH, adsorbent miktari, elusyon soliisyonu, akis hizi ve
bozucu iyonlarin analitidleri geri kazanim tizerine etkilerini incelemislerdir. A. niger’in
sepiolit lizerine tutuklanmasi ile gergeklestirilen Cu, Zn, Fe, Ni ve Cd’un geri
kazanimlarim1 % 95’lik giiven seviyesiyle sirasiyla % 98,03 £0,2, % 98+0,5, % 98+ 0.4,
% 96,4 £0,8, % 94+0,6 olarak bulmuglardir. Adsorbentin kapasitesini Cu, Zn, Fe, Ni ve
Cd i¢in sirasiyla 0,093, 0,078, 0,067, 0,085 ve 0,102 mmol/g olarak bulmuslardr.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Biyolojik Materyal

Calismamizda Nicolaus B. ve arkadaglar tarafindan izole edilen ve tanimlanan
termofilik  karakterlerdeki ~ Geobacillus  toebii  sub.sp. decanicus, Bacillus
thermantarcticus, Anoxybacillus amylolyticus ve Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis bakterileri kullanilmistir.

3.2. Kimyasal Maddeler

CdClI,, CoCl,.6H20, ve MnCI,.4H20 Sigma’dan, Lizozim, XAD—4, Tris-HCI,

CuCl,.2H20, NiCL.6H20 ve ZnSO4; Merck’den, H2SO4, HNO; ve HCl Riedel-de

Hael’den, temin edilmistir.

3.3. Kullanilan Besiyerleri

3.3.1. Besiyeri Maddeleri

Yeast Extract, NaCl, Nisasta ve Agar Merck’den, Pepton Difco’dan temin

edilmistir.
3.3.2. Siv1 Besiyeri
Bakteriler i¢cin uygun sivi besiyeri bilesenleri asagidaki gibidir;
Geobacillus toebii sub. sp. decanicus i¢in; Yeast extract 4g/1, Pepton 8g/1, ve NaCl
2g/1 tartilip ¢cesme suyu ile 1 litreye tamamlanip, 0.1M H2SOs ile pH: 7’ye ayarlanip

250 ml’ lik erlenmayerlere 100 ml besiyeri eklenip otoklavlandi (Opt. Sicaklik 67 °C,
Opt. pH:7,0).
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Bacillus thermantarcticus igin; Yeast extract 6g/1 ve NaCl 3g/1 tartilip cesme suyu
ile 1 litreye tamamlanip, 0.1M H2SO4 ile pH: 6,0’a ayarlanip 250 ml’ lik erlenmayerlere
100 ml besiyeri eklenip otoklavlandi (Opt. Sicaklik 60 °C, Opt. pH: 6,0).

Anoxybacillus amylolyticus icin; Yeast extract 6g/l, NaCl 6g/l1 ve nisasta 2g/l
tartilip cesme suyu ile 1 litreye tamamlanip, 0.1M H2SOs4 ile pH: 5,6’ya ayarlanip 250
ml’ lik erlenmayerlere 100 ml besiyeri eklenip otoklavlandi (Opt. Sicaklik 61 °C, Opt.
pH: 5,6).

Geobacillus thermoleovorans sub. sp. stromboliensis icin; Yeast extract 6g/1, NaCl
4g/1 tartilip ¢cesme suyu ile 1 litreye tamamlanip 0.1M H2SOs4 ile pH: 6,0’a ayarlanip
250 ml’ lik erlenmayerlere 100 ml besiyeri eklenip otoklavlandi (Opt. Sicaklik 70 °C,
Opt. pH: 6,0).

3.3.3. Kat1 Besiyeri

Yukaridaki sekilde hazirlanan sivi besiyerlerine 18g/1 agar eklenerek hazirlandi.
3.4. Bakteri Uretimi

Geobacillus toebii sub. sp. decanicus icin; yukaridaki sekilde hazirlanan sivi
besiyerlerine gecelik kiiltiirden 10 ml eklenerek calkalayicida 120 rpm’de 67 °C ‘de 24
saat inkiibe edildi.

Bacillus thermantarcticus igin; Yukaridaki sekilde hazirlanan sivi besiyerlerine
gecelik kiiltiirden 10 ml eklenerek calkalayicida 120 rpm’de 60 °C ‘de 24 saat inkiibe
edildi.

Anoxybacillus amylolyticus i¢in; yukaridaki sekilde hazirlanan sivi besiyerlerine

gecelik kiiltiirden 10 ml eklenerek calkalayicida 120 rpm’de 61 °C ‘de 24 saat inkiibe
edildi.
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Geobacillus thermoleovorans sub. sp. stromboliensis icin; yukaridaki sekilde
hazirlanan siv1 besiyerlerine gecelik kiiltiirden 10 ml eklenerek calkalayicida 120

rpm’de 70 °C ‘de 24 saat inkiibe edildi.

3.5. Kullamlan Aletler

Inkiibator (Sanyo)

Steril Kabin (Telstar AV-100)

Spektrofotometre (Varian Cary-50)

Calkalayic1 ( Julaba SW12)

Sogutmali Santrifiij ( Sigma Christ 2K15 )

Vorteks (Stuart)

Magnetik Karistirict (Stuart)

Etiiv (Heraus)

Dijital Gostergeli Hassas Terazi (GEG, AVEY, 0,0001)
Otoklav (HICLAVE HV-50L)

pH metre (Metler Toledo MP220)

Sterilizator (Heraus)

Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (ATI-UNICAM 929)
ICP-OES (OPTIMA 2100 DV)

Kiil Firin1 (Heraus)

Ultrasantrifiij (Beckman L8-70M)

3.6. Metal Cozeltilerin Hazirlanmasi

CdCL, (100 mM), CoCL.6H,O (500 mM), CuCL.2H,O (500 mM),
MnCL.4H,O (1000 mM) , NiCl,.6H,O (500 mM) ve ZnSO; (1000 mM) stok

¢ozeltileri metal agirliklart baz alinarak 121 °C 15’ steril edilerek hazirlandi.

CdCI,, CoCl,.6H,0O, CuCl,.2H,O, MnCI,.4H,0, NiCL.6H,O ve ZnSO4
(1000 mg/L ) stok cozeltileri metal agirliklar1 baz alinarak 121 °C 15’ steril edilerek
hazirland1 (Hassen ve ark. 1998).
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3.7. Kullanilan Metal Konsantrasyonlari

Minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin (MIC) belirlenmesinde kullanilan tim

metal konsantrasyonlart (mM) asagidaki gibidir:

CdCL icin; 0,0082, 0,0164, 0,041, 0,0492, 0,0656, 0.082, 0.0984,
0.114, 0.123, 0.131, 0.164, 0.205, 0,246, 0.287, 0,328, 0.369, 0,41, 0.451,
0,492, 0.574, 0,656, 0.738, 0,82, 1.23, 1,31, 1.64, 3,28

CoCl2 .6H20 icin; 0,102, 0.123, 0,164, 0.205, 0,246, 0.287, 0,307,
0.328, 0,41, 0.512, 0,615, 0.717, 0,82, 0.922, 1,025, 1.127, 1,23, 1,435,
1,64, 1,845, 2,05, 246, 287, 3,075, 3,28, 3,69, 4,1, 5,125, 6,15, 10,25,
20,5, 24,6, 28,7, 30,75, 32,8, 36,9, 41, 82, 102,5

CuC2.2H20 icin; 0,068, 1,37, 0,164, 0,191, 0,205, 2,192, 0,274,
0,342, 0,411, 0,479, 0,548, 0,616, 0,685, 0,753, 0,822, 0,959, 1,096, 1,233,
1,37, 1,644, 1,918, 2,055, 2,192, 2,466, 2,74, 3,425, 4,11, 5,48

MnCI2.4H20 icin; 0,367, 0,458, 0,55, 0,642, 0,734, 0,825, 0,917,
1,101, 1,468, 1,835, 2,202, 2,569, 2,752, 2,936, 3,303, 3,67, 4,587, 5,505,
7,34, 9,175, 11,01, 14,68, 18,35, 22,02, 25,69, 29,36, 33,03, 36,7, 40,37,
44,04, 73,4, 146,8, 183,5, 293,6, 367

NiCL2.6H20 icin; 0,020, 0,040, 0,101, 0,162, 0,20, 0,244, 0,284,
0,305, 0,325, 0,407, 0,508, 0,610, 0,712, 0,814, 0,915, 1,01, 1,119, 1,221,
1,424, 1,628, 1,831, 2, 244, 284, 3,05, 3,25, 3,66, 4,07, 5,08, 10,1,
12,21, 16,28, 20, 24,42, 284, 30,5, 325, 36,6, 40,7, 814, 101, 1628,
200

ZnSQ,_icin; 0,05, 0,08, 0,1, 0,12, 0,14, 0,15, 0,16, 0,2, 0,25, 0,3,
0.4, 045, 05 0,55 06, 07, 08, 09, 1, 1,2, 1,4, 1,5, 1,6, 2, 25, 3,
4, 5, 10, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 40



79

3.8. Secilen Bakterilerin Minumum Inhibe Edici Konsantrasyonlarmin (MIC)

Belirlenmesi

Uremeyi inhibe etmek igin gerekli en diisiik metal konsantrasyonu minimal
inhibisyon konsantrasyonu olarak tanimlanir (Hassen ve ark, 1998; Yilmaz, 2002;
Spain A., 2003; Teitzel ve ark., 2003; Hu ve ark., 2007). Metallerin bakteriler iizerine
olan minimum inhibisyon konsantrasyonlarmi (MIC) tespit etmek icin farkli
konsantrasyonlarda metal iceren kati besiyerleri hazirlandi. Sonra uygun sivi
besiyerinde iiretilmis bakterilerden degisik konsantrasyonlarda metal iceren kati
besiyerlerine ekim yapildi. 72 saat inkiibasyon siiresinden sonra, bakterilerin koloni
olusturamadigi en diisiikk metal konsantrasyonu o metalin minumum inhibe edici

konsantrasyonu (MIC) olarak tespit edildi (Hu ve ark., 2007).

3.9. Metal (Cd, Co, Cu, Mn, Zn ve Ni) Konsantrasyonunun Bakteri Uremesi

Uzerine Olan Etkisinin incelenmesi

Bakteriler sivi  besiyerinde belli bir ©n inkiibasyondan sonra farkli
konsantrasyonlarda metal tuzlarini igeren besiyerine aktarilarak uygun inkiibasyon
kosullarinda 24. saate kadar iiretildiler. 0. saatten 24. saate kadar her 4 saatte bir 6rnek
almip 540 nm’de absorbans degerleri Ol¢iildii. Zamana karsi OD degerleri kullanilarak

bitytime egrileri olusturuldu.

3.10. Metal Akiimiilasyonun Tespit Edilmesi

Bakteriler farkli metal (Cd, Co, Cu, Mn, Zn ve Ni) konsantrasyonu iceren sivi
besiyerinde uygun sicaklik kosullarinda inkiibe edildi. Belli zaman dilimlerinde (4.
saatten 24. saate kadar her bir 4 saatte bir) kiiltirden 10 ml 6rnek alindi. Sonra 15
dakika 7,000 rpm’de santrifiij edildi. Ust sivi alindi ve Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometre’sinde (AAS) olciim alindi. Pelet tartilarak yas agirlik tespit edildi.
Pelet % 0,9’luk NaCl ile 1 kez yikandi. 7,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pelet 80
°C de bir gece kurumaya birakildi. Kuru agirlik tespit edildi. Daha sonra 600 °C de 4

saat kiil firininda kavrulduktan sonra 0,5 ml konsantre nitrik asit (14,4M) ilave edilerek
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30 dakika bekletildi. Sonra hacim saf su ile 5 ml’ye tamamlandi ve yaklagik 1 saat
1sitilarak metalle c¢oziiniirlestirildi. Son hacim saf su ile 3 ml’ye tamamlanarak ICP-

OES’de ol¢iim alind1 (Yilmaz, 2002).

3.11. Kurutulmus Olii Bakteri Hiicreleri Tarafindan Metal Biyosorpsiyonunun

Tespit Edilmesi

3.11.1. Kurutulmus Olii Bakteri Hiicrelerinin Biyosorpsiyon i¢cin Hazirlanmas

Bakteri hiicreleri (Geobacillus toebii sub. sp. decanicus, Bacillus
thermantarcticus, Anoxybacillus amylolyticus ve Geobacillus thermoleovorans sub. sp.
stromboliensis) uygun besiyerinde ve belli bir inkiibasyon siiresinde iiretildi (24 saat).
Daha sonra 7,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirildiktan sonra
pelet % 0,9 luk NaCl ¢ozeltisi (121 °C’de 15 dakika otoklavlanmis) ile yikandi ve
tekrar santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrar edildi. Daha sonra pelet 80 °C’de bir gece
bekletilip kurutulduktan sonra havanda toz haline getirildi. Toz haline getirilmis bakteri
hiicreleri 121 °C’de 20 dakika otoklavlandi. Bu islemden sonra toz haline getirilmis
bakteri hiicreleri (bakteri hiicrelerinin ¢ogalip ¢ogalmadigini tayin etmek amaciyla) sivi
besiyerlerine ekim yapildi. Uremenin olmadig1 (bakterilerin tamamen 6ldiigii) durum

pozitif sonug olarak kabul edildi.

3.11.2. Metal Biyosorpsiyon Calismalari

Biyosorpsiyon calismalar1 20 ml metal c¢ozeltisi (50 mg/l) igeren 100 ml’lik
erlenmayerlerde 60 dakika siiresince 120 rpm’de ¢alkalamali su banyosunda yiiriitiildii
(Biyokiitle miktart 50 mg ). Inkiibasyon sonrasi hiicreler 10,000 rpm’ de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatanttaki kalan metal miktar1 Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometresi (AAS) ile oOlgiilerek biyosorpsiyon seviyesi belirlendi (Al-Garni,
2005; Sahin ve Oztiirk, 2005). Bakteri hiicrelerinin metal biyosorpsiyonu (mg metal/g

kuru hiicre) asagidaki formiile gore hesaplandi.
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Q=V (Ci- Cf)/1000 M

Q = Spesifik Metal Alim ( mg metal/g biyosorbent)

V = Metal Cozeltisinin Hacmi (ml)

Ci = Cozeltideki Baslangic Metal Konsantrasyonu (mg/l)

Cf = Cozeltideki Son Metal Konsantrasyonu (mg/l)

M = Biyokiitle Miktar (g)
(Parvathi ve ark., 2007; Wuyep ve ark., 2007 ; Al-Garni, 2005; Yan ve
Viraraghavan., 2000; Ginisty ve ark., 1998).

3.11.2.1. pH’nin Bakteri Hiicrelerinin Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Farkli pH degerlerinin kurutulmus 6li bakteri hiicrelerinin metal biyosorpsiyonu
izerine etkisinin incelenmesi i¢in, 0.1M HNO3 ve 0.1M NaOH ile farkli pH’lara (2,0,
3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 10) ayarlanmis 20 ml metal ¢ozeltisi (50 mg/l) iceren 100
ml’lik erlenmayerlere 50 mg biyokiitle eklenerek her bakterinin optimum iireme
sicakliginda 60 dakika 120 rpm’de calkalamali su banyosunda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi hiicreler 10,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttaki
kalan metal miktar1 Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi (AAS) ile oOlgiilerek
biyosorpsiyon seviyesi belirlendi. Bakteri hiicreleri tarafindan metal biyosorpsiyonu

(mg metal/g kuru hiicre) 3.11.2.”de belirtilen formiile gére hesaplandi.

3.11.2.2. Sicakhgin Bakteri Hiicrelerinin Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Kurutulmus 6li bakteri hiicreleri tarafindan metal biyosorpsiyonu iizerine farkli
sicaklik degerlerinin etkisinin incelenmesi i¢in, 20 ml metal ¢ozeltisi (50 mg/l) iceren
100 mI’lik erlenmayerlere 50 mg biyokiitle eklendi ve daha once belirlenen optimum
pH’da farkli sicakliklarda (30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C) 60 dakika 120 rpm’de
calkalamali su banyosunda calisma yiiriitiildii. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 10,000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttaki kalan metal miktar1 Atomik

Absorbsiyon Spektrofotometresi (AAS) ile ol¢iilerek biyosorpsiyon seviyesi belirlendi.
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Bakteri hiicreleri tarafindan metal biyosorpsiyonu (mg metal / g kuru hiicre) 3.11.2.de

belirtilen formiile gore hesaplandi.

3.11.2.3. Baslangic Metal Konsantrasyonunun Bakteri Hiicrelerinin Metal

Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Baslangic metal konsantrasyonlarmnin (10, 25, 50, 100, 200 ve 300 mg/l)
kurutulmus 6lii bakteri hiicrelerinin biyosorpsiyonu iizerine etkisinin incelenmesi igin,
20 ml metal ¢ozeltisi iceren 100 ml’lik erlenmayerlere 50 mg biyokiitle eklendi ve daha
once belirlenen optimum pH ve sicakliklarda 60 dakika 120 rpm’de calkalamali su
banyosunda calisma yiiriitiildii. Inkiibasyon sonras1 hiicreler 10,000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatanttaki kalan metal miktar1 Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometresi (AAS) ile Olciilerek biyosorpsiyon seviyesi belirlendi. Bakteri
hiicreleri tarafindan metal biyosorpsiyonu (mg metal/g kuru hiicre) 3.11.2.’de belirtilen

formiile gore hesaplandi.

3.11.2.4. Biyokiitle Miktarmin Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Kurutulmus o6lii  biyokiitle miktarinin metal biyosorpsiyonuna etkisinin
incelenmesi icin, 20 ml metal ¢ozeltisi (50 mg/l) ve 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 mg
kurutulmus o6lii biyokiitle 100 ml’lik erlenmayerlerde daha 6nce belirlenen optimum pH
ve sicakliklarda 60 dakika 120 rpm’de calkalamali su banyosunda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 hiicreler 10,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttaki
kalan metal miktar1 Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi (AAS) ile Olciilerek
biyosorpsiyon seviyesi belirlendi. Bakteri hiicreleri tarafindan metal biyosorpsiyonu

(mg metal/g kuru hiicre) 3.11.2.”de belirtilen formiile gére hesapland.
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3.11.2.5. Inkiibasyon Siiresinin Bakteri Hiicrelerinin Metal Biyosorpsiyonu

Uzerine Etkisi

Inkiibasyon siirelerinin  kurutulmus 6lii  bakteri  hiicrelerinin  metal
biyosorpsiyonu iizerine etkisinin incelenmesi i¢in kurutulmus hiicreler, 20 ml metal
¢ozeltisi (50 mg/l) iceren 100 ml’lik erlenmayerlerde daha 6nce belirlenen optimum pH
ve sicakliklarda 15, 30, 45, 60, 90, 120 ve 240 dakika 120 rpm’de calkalamali su
banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 10,000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatanttaki kalan metal miktar1 Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometresi (AAS) ile olgiilerek biyosorpsiyon seviyesi belirlendi. Bakteri
hiicreleri tarafindan metal biyosorpsiyonu (mg metal / g kuru hiicre) 3.11.2.°de

belirtilen formiile gére hesaplandi.

3.11.2.6. Farkh Bakteri Tiirlerinin Calkalamali ve Statik Kosullarda Kadmiyum

Metal Biyosorpsiyonunun Karsilastirilmasi

Calkalamali ve statik kosullarda farkli  bakteri tiirlerinin ~ Cd*
biyosorpsiyonlarinin kargilagtirilmasi icin, 20 ml metal c¢ozeltisi 50 mg/l iceren 100
ml’lik erlenmayerlerde daha once belirlenen optimum pH ve sicakliklarda statik ve 120
rpm’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 10,000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatanttaki kalan metal miktarn1 Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometresi (AAS) ile olgiilerek biyosorpsiyon seviyesi belirlendi. Bakteri
hiicreleri tarafindan metal biyosorpsiyonu (mg metal/g kuru hiicre) 3.11.2.”de belirtilen

formiile gore hesaplandi.
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3.12. Amberlit XAD-4 Uzerine Tutuklanmis (immobilize Edilmis) Olii
(Kurutulmus) Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Agir Metal

Biyosorpsiyon Calismalar:

3.12.1. Olii (Kurutulmus) Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in

XAD-4 Uzerine Tutuklanmasi (immobilize Edilmesi)

Ticari olarak kullanilabilir Amberlit XAD-4 sirasiyla metanol, su, 1 mol I HCI
ve su ile yikanarak organik ve inorganik kontaminantlarin uzaklastirilmasiyla
hazirlandi. Daha sonra 150 mg kurutulmus ve oli toz haline getirilmis Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis 1 g Amberlit XAD-4 ile kanstirildi. Karisima 5
ml saf su eklendi ve magnetik karistiricida karisim homojen bir pasta haline gelinceye
kadar kanistirildi. Daha sonra karistm 105 °C’de 1 saat etiivde kurutuldu. Bu karisim ve
1sitma islemi, Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ve Amberlit XAD-4
arasindaki etkilesimin maksimum olmasi i¢in birka¢ kez tekrarland1 (Dogru ve ark.

2007).

3.12.1.1. Kolonun Hazirlanmasi

Hiicre tutuklanmis 0,25 mg Amberlit XAD-4 iizerine 3 ml saf su eklenerek bir
karistiricida homojen bir hale gelinceye kadar kanstirildi. Kolon, kullanmadan 6nce
sirastyla 1 M HCI ve saf su ile iyice yikandi. Daha sonra karistm 1,0 cm x 10,0 cm

boyutundaki polietilen kolona yavas yavas eklendi (Dogru ve ark. 2007).

3.12.2. XAD-4 Uzerine Tutuklanmis Olii (Kurutulmus) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ile Cd, Cu, Ni, Mn ve Zn’nin

Prekonsantrasyonu

250 ml, 50 ppb Cd (pH:4,0), 20 ppb Cu (pH:4,0), 20 ppb Ni (pH:5,0), 50 ppb
Mn (pH:5,0) ve 20 ppb Zn (pH:4,0) metal ¢ozeltileri, Iml dak™ akis hizinda tek tek

kolondan gecirildikten sonra 15 ml 1M HClI ile yikand1 ve 1’er ml’lik hacimlerle tiiplere
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toplandi. Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi ile 6l¢ctiim yapilarak prekonsantrasyon

faktorleri belirlendi (Dogru ve ark. 2007).

3.123. XAD-4 Uzerine Tutuklanmis Olii (Kurutulmus) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ile Dogal Atik Sularda Bulunan Bazi

Metallerin (Cd, Cu ve Ni ) Prekonsantrasyonu

Maden Bakir Isletmesinin, atik sularmnin akitildigt Maden Cay’indan alinan su
numunesinde Cd, Cu ve Ni elementlerinin seviyesinin belirlenmesi ig¢in
prekonsantrasyon isleminden once Atomik Absorpsiyon Spektrofotometre’sinde 6l¢iim
yapildi ve bu elementlerin seviyeleri tespit edilemedi. Bu yiizden, 500 ml’lik su
numunesi 1ml dak™ akis hizinda kolondan gecirilerek prekonsantre edildikten sonra 15
ml 1M HCI ile yikandi ve 1’er ml’lik hacimlerle tiiplere toplandiktan sonra su
orneginde bulunan Cd, Cu ve Ni elementlerinin seviyeleri Atomik Absorpsiyon

Spektrofotometresi ile dlciim yapilarak belirlendi.

3.124. XAD-4 Uzerine Tutuklanmis Olii (Kurutulmus) Geobacillus

thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ile Cd Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

5, 10 ve 20 mg/I’'lik konsantrasyonlarda hazirlanan 100’er mI’lik Cd cozeltileri
(pH:4,0) 1ml dak™ akis hizinda tek tek kolondan gegirildikten sonra 15 ml 1M HCI ile
yikandi ve 1’er ml’lik hacimlerle tiiplere toplandi. Atomik Absorpsiyon
Spektrofotometre’sinde Ol¢ciim yapilarak Cd tutma kapasitesi Atomik Absorpsiyon

Spektrofotometresi ile Slciim yapilarak belirlendi (Dogru ve ark. 2007).
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3.13. Farkh Cd Konsantrasyonlarma Maruz Kalan Canh ve Kurutulmus Olii

Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Hiicre Membraninda Metal Biyosorpsiyonu

3.13.1. Farkh Cd Konsantrasyonlaria Maruz Kalan Canh Geobacillus toebii

sub.sp. decanicus’un Hiicre Membraminda Metal Biyosorpsiyonu

Geobacillus toebii sub.sp. decanicus 250 ml’lik erlanmayerlerde 100 ml uygun
besiyerinde (1 kontrol ve 1,83, 4,575 ve 7,32 mg/l Cd konsantrasyonunda) 120 rpm’de
12 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Hiicreler iki kez saf su ile yikanarak tekrar santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra hiicreler tartilarak yas agirliklar tespit edildi. Daha sonra hiicreler 10 ml (50 mM
Tris-HCI pH: 8,0, 100 mM NaCl ve 1 mg/ml lizozim) lizozim tamponunda 1,5 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 1’er dakikalik araliklarla 10
dakika sonikatorde sonifiye edildi. Lizat 4 °C’de 10,000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust siv1 4 °C’de 30,000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Pelet tartilarak yas
agirlik tespit edildi. Daha sonra pelet izerinel ml derisik HNO3 ilave edilerek 30 dakika
bekletildi. Sonra 15 dakika 1sitilarak asit ucuruldu. Son hacim saf su ile 1 ml’ye

tamamlanarak ICP-OES’de 6l¢iim alind1 (Hsieh ve ark., 2007).

3.13.2. Farkh Cd Konsantrasyonlarina Maruz Kalan Kurutulmus Olii Geobacillus

toebii sub.sp. decanicus’un Hiicre Membraninda Metal Biyosorpsiyonu

Yukarida 3.11.1.°deki gibi hazirlanan 0.1g kurutulmus 6lii Geobacillus toebii
sub.sp. decanicus 0.1M HCI ile pH: 6’ya ayarlanmis 100 ml’lik metal ¢ozeltisi 250
ml’lik erlanmayerler igerisinde 1 kontrol ve 1,83, 4,575 ve 7,32 mg/l Cd
konsantrasyonunda 120 rpm’de 12 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
hiicreler 10,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Hiicreler iki kez saf su ile yikanarak
tekrar santrifiij edildi. Daha sonra hiicreler 10 ml (50 mM Tris-HCI pH: 8.0, 100 mM
NaCl ve 1 mg/ml lizozim) lizozim tamponunda 1.5 saat inkiibasyona birakild.
Inkiibasyondan sonra hiicreler 1’er dakikalik araliklarla 10 dakika sonikatorde sonifiye

edildi. Lizat 4 °C’de 10,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust s1v1 4 °C’de 30,000
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rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Pelet tartilarak yas agirlik tespit edildi. Daha sonra
pelet tizerine 1 ml derisik HNOs3 ilave edilerek 30 dakika bekletildi. Sonra 15 dakika

sitilarak asit uguruldu. Son hacim saf su ile 1 ml’ye tamamlanarak ICP-OES’de 6l¢iim

alind1 (Hsieh ve ark., 2007).
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4. BULGULAR

4.1. Secilen Bakteri Varyetelerinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIC)

Degerleri

Tablo 4.1’de 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda elde edilen minimum

inhibisyon konsantrasyonu (MIC) deneyi sonuglari goriilmektedir.

Tablo 4.1. Bakteri Varyeteleri icin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIC)

Degerleri
Metaller (mM)
Bakteriler Cd Co Cu Mn Ni Zn
B. thermoantarcticus 0,41 4,1 2,05 22,02 2035 1,575
A. amylolyticus 0,574 1,435 0,616 22,02 0,915 0,945
G. thermoleovorans sub.sp. stromboliensis 0,049 0,512 1,37 11,01 2,035 0,21
G. toebii sub.sp. decanicus 0,278 1,025 1,918 11,01 3,633 147

Bu sonuglara gore; Bacillus thermoantarcticus i¢in Cd, Co, Cu, Mn, Ni ve Zn
MIC degerleri sirasiyla; 0,41, 4,1, 2,05, 22,02, 2,035 ve 1,575 mM, Anoxybacillus
amylolyticus icin 0,574, 1,435, 0,616, 22,02, 0,915 ve 0,945 mM, Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis i¢in 0,049, 0,512, 1,37, 11,01, 2,035 ve 0,21
mM ve Geobacillus toebii sub.sp. decanicus i¢in 0,278, 1,025, 1,918, 11,01, 3,633 ve
1,47 mM olarak bulundu.
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4.2. Farkh Metal (Cd, Cu, Co, Mn, Ni ve Zn) Konsantrasyonlarmin Secilen Bakteri

Varyetelerinde Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

4.2.1. Farkh Metal (Cd, Cu, Co, Mn) Konsantrasyonlarimn Bacillus

thermoantarcticus’un Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

4.2.1.1. Farkli Cd Konsantrasyonlarmn Bacillus thermoantarcticus’un Ureme ve

Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.1.1. farkli Cd konsantrasyonlarinin Bacillus thermoantarcticus’un

tireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gostermektedir.
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Kontrol === 4,575mg/I

0,732mg/I 1,83myg/I

—s—Kontrol —0—0,732mg/l —x— 1,83mg/l —a—4,575mg/I

Sekil 4.2.1.1. Farkhh Cd Konsantrasyonlarimin Bacillus thermoantarcticus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine EtKisi (Cizgi ile gosterim bakteri iiremesini

(As40 nm), sUtunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Bu sonuclara gore; 0,732 mg/l Cd varliginda tiremenin pek fazla etkilenmedigi

tespit edildi. 1,83 mg/l Cd varliginda ilk 8 saatte iiremenin etkilenmedigi, 8. saatten
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sonra iremenin kismen etkilendigi ve 20. saate kadar iiremede azalma egilimi saptandi.
4,575 mg/l Cd varliginda 8. saate kadar iiremenin kismen etkilendigi, 8.-16. saatler
arasinda iiremenin oldukca etkilendigi, 20.-24. saatlerde {iremenin yine kismen
etkilendigi ve 12. saatte kontrole kiyasla iiremede % 46 oraninda bir inhibisyon
gozlendi. Farkli Cd  konsantrasyonlarinin  Bacillus  thermoantarcticus’un
biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakildigi zaman; 0,732 mg/l Cd
varliginda biyoakiimiilasyonun 4.-24. saate kadar bir artig gosterdigi tespit edildi. 1,83
mg/l Cd varliginda biyoakiimiilasyonun 4. saatten 20. saate kadar artis egiliminde
oldugu ve 20.-24. saatler arasinda bir farkliligin olmadig: tespit edildi. 4,575 mg/l Cd
varliginda farkli zamanlarda farkli artis oranlarina sahip oldugu tespit edildi. Cd icin en
yiikksek biyoakiimiilasyon kapasitesi, 4,575 mg/l Cd varliginda 774,8 pg metal/kuru
bakteri agirlig1 (20. saat) olarak tespit edildi.
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4.2.1.2. Farkh Co Konsantrasyonlarimn Bacillus thermoantarcticus’un Ureme ve

Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.1.2. Farkli Co konsantrasyonlarimin Bacillus thermoantarcticus’un

tireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gostermektedir.
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—a— Kontrol —0— 9,512mg/l —— 23,78mg/l —a— 59,45mg/I

Sekil 4.2.1.2. Farkh Co Konsantrasyonlarimn Bacillus thermantarcticus’un Ureme

ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine EtKisi (Cizgi ile gosterim bakteri iiremesini (A 540 m)s

stitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Bu verilere gore; 9,512 mg/l Co varlifinda {iiremenin Onemli derecede
etkilenmedigi, ancak 23,78 ve 59,45 mg/l Co varliginda tiremenin ilk saatlerden itibaren
kontrole kiyasla 6nemli Olciide etkilendigi, 8. saatte 59,45 mg/l Co varliginda kontrole
kiyasla tiremede % 46 oranminda bir inhibisyonu goriildiigiinii ve 16.-24. saatlerde
tiremenin  etkilenmedigi saptandi. Farkli Co konsantrasyonlarimin  Bacillus
thermoantarticus’un biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakildig1 zaman;
9,512 ve 23,78 mg/l Co varliginda 4. saatten 16. saate kadar bir artis gosterdigi ve 20.-
24. saatlerde biyoakiimiilasyon degerinin fazla degismedigi saptandi. 59,45 mg/l Co
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varliginda 20. saate kadar bir daha anlamli bir artis gosterdigi ve en yiiksek
biyoakiimiilasyon degerinin 20. saate (620,1 pg metal/kuru bakteri agirligl) oldugu
tespit edildi.

4.2.1.3. Farkli Cu Konsantrasyonlarmn Bacillus thermoantarcticus’un Ureme ve

Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.1.3. farkli Cu konsantrasyonlarinin Bacillus thermoantarcticus’un

tiremesi ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gdstermektedir.
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= Kontrol  Ez=3 6,784mg/| 16,96mg/| 42,4mg/l
—a—Kontrol —o—6,784mg/l —x— 16,96mg/l —a— 42,4mg/I

Sekil 4.2.1.3. Farkhh Cu Konsantrasyonlarimin Bacillus thermoantarcticus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim bakteri iiremesini

(As40 um), siitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Bu sonuclara gore; farkli Cu konsantrasyonlarinin Bacillus thermoantarcticus
tiremesi iizerine olan etkisine bakacak olursak; 6,784 ve 16,96 mg/l Cu varlifinda
tiremenin ilk 16 saat kismen etkilendigi ve 16. saatten itibaren iiremenin kontrole benzer

bir diizeyde oldugu bulundu. 42,4 mg/l Cu varliginda ise ilk saatlerden itibaren
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tiremenin oldukga fazla etkilendigi ve 12. saatte iiremenin % 52 oraninda inhibe
oldugunu saptandi. Farkli Cu konsantrasyonlarinin Bacillus thermoantarcticus’un
biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakildig1 zaman; 6,784 ve 16,96 mg/l
Cu varliginda 16. saate kadar bir artig egiliminde oldugu ve en yiiksek biyoakiimiilasyon
degerinin 16. saatte oldugu (6,784 ve 16,96 mg/l icin sirasiyla; 263,4 ve 363,6 pg
metal/kuru bakteri agirligl) ve 42,4 mg/l Cu varliginda en yiiksek biyoakiimiilasyon

degerinin 8. saatte oldugu (604,05 pg metal/kuru bakteri agirlig) tespit edildi.

4.2.1.4. Farklh Mn Konsantrasyonlarinin Bacillus thermoantarcticus’un Ureme ve

Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.1.4. farkli Mn konsantrasyonlarimin Bacillus thermoantarcticus’un

tireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.2.1.4. Farkhh Mn Konsantrasyonlarimin Bacillus thermoantarcticus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim bakteri iiremesini

(A 540 nm), siitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).
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Bu verilere gore; 9,89 ve 19,78 mg/l Mn varliginda tiremenin etkilenmedigi ve
16.-24. saatlerde iiremenin kontrole kiyasla kismen arttigi gozlendi. 98,9 mg/l Mn
varliginda tiremenin oldukga fazla etkilendigi ve 12. saatte iiremenin % 75 oraninda
inhibe edildigi saptandi. Farkli Mn konsantrasyonlarinin Bacillus thermoantarcticus’un
biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakildigi zaman; 9,89 mg/l Mn
varliginda akiimiilasyon degerinin diger iki konsantrasyon degerine nazaran diisiik
oldugu tespit edildi. 19,78 ve 98,9 mg/l Mn varliginda en yiiksek biyoakiimiilasyon
degerinin sirasiyla; 16. (9896,87 pg metal/kuru bakteri agirligi) ve 8. (24503,07 pg

metal/kuru bakteri agirligl) saat oldugu bulundu.
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4.2.2. Farkh Metal (Cd, Cu, Co, Mn) Konsantrasyonlarinin Anoxybacillus

amylolyticus’un Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

4.2.2.1. Farkli Cd Konsantrasyonlarinin Anoxybacillus amylolyticus’un Ureme ve

Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.2.1. farkli Cd konsantrasyonlarinin Anoxybacillus amylolyticus’un

tiremesi ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gdstermektedir.
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Sekil 4.2.2.1. Farkh Cd Konsantrasyonlarmin Anoxybacillus amylolyticus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine EtKisi (Cizgi ile gosterim bakteri iiremesini

(As40 um), siitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Bu sonuglara gore; 1,83 mg/l Cd varliginda tiremenin etkilenmedigi, 4,575 mg/1

Cd varliginda iiremenin kismen etkilendigi tespit edildi. 11,43 mg/l Cd varliginda ise

tiremenin daha bariz oranlarda inhibisyona ugradigi ve 16. saatte iiremenin % 16

oraninda inhibe oldugunu tespit ettik. Farkli Cd konsantrasyonlarimin Anoxybacillus

amylolyticus’un biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakacak olursak; 1,83
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ve 4,575 mg/l Cd varliginda biyoakiimiilasyonun 4. saatten 24. saate kadar bir artig
egiliminde oldugu tespit edildi. 11,43 mg/l Cd varliginda ise biyoakiimiilasyonun 4.-20.
saate kadar bir artis gosterdigi ve en yiiksek biyoakiimiilasyon degerinin 20. saat

(507,39 ng metal/kuru bakteri agirlig) oldugu tespit edildi.

4.2.2.2. Farkli Co Konsantrasyonlarimn Anoxybacillus amylolyticus’un Ureme ve

Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.2.2. farkli Co konsantrasyonlarinin Anoxybacillus amylolyticus’un

tiremesi ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gdstermektedir.
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Sekil 4.2.2.2. Farkhh Co Konsantrasyonlarmin Anoxybacillus amylolyticus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine EtKisi (Cizgi ile gosterim bakteri iiremesini

(As40 um), siitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Genel olarak bakacak olursak; 12. saate kadar 59,45 mg/l'lik Co
konsantrasyonundaki kismi etki hari¢ iiremenin inhibe edilmedigi gozlendi. Farkli Co

konsantrasyonlarinin Anoxybacillus amylolyticus’un biyoakiimiilasyon yetenegi izerine
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olan etkisine bakildigi zaman; 9,512 mg/l Co varliginda biyoakiimiilasyonun 4.-24.
saate kadar artis egiliminde oldugu saptandi. 23,78 ve 59,45 mg/l Co varliginda
biyoakiimiilasyonun tiim saatlerde genelde artis egiliminde oldugu ve en yiiksek
biyoakiimiilasyon degerinin sirasiyla; 23,78 mg/l Co varliginda 24. (122,65 pg
metal/kuru bakteri agirligl) ve 59,45 mg/l Co varliginda 20. (327,3 pg metal/kuru
bakteri agirligi) saatlerde oldugu tespit edildi.

4.2.2.3. Farkli Cu Konsantrasyonlarinin Anoxybacillus amylolyticus’un Ureme ve

Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.2.3. farkli Cu konsantrasyonlarinin Anoxybacillus amylolyticus’un

tireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gostermektedir.
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=3 Kontrol  Ez=m 6,784mg/l m==1 16,96mg/| 42,4mg/l
—a—Kontrol —o—6,784mg/l —x— 16,96mg/l —a— 42,4mg/I

Sekil 4.2.2.3. Farkhh Cu Konsantrasyonlarimin Anoxybacillus amylolyticus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine EtKisi (Cizgi ile gosterim bakteri iiremesini

(As40 um), siitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).
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Bu verilere gore; 6,784 mg/l Cu varliginda iiremenin pek etkilenmedigi, 16,96
mg/l Cu varliginda tiremenin ilk 8. saate kadar oldukca etkilendigi ve 4. saatte tiremenin
kontrole nazaran % 72 oraninda inhibe oldugunu, ancak 12.-24. saatlerde bu metal
konsantrasyonunda iiremenin kontrole yakin bir degerde oldugu saptandi. 42,4 mg/l Cu
varliginda tiremenin ilk 12 saat kontrole kiyasla oldukg¢a fazla inhibe edildigi, 16.- 24.
saatlerde iiremenin kontrole yakin degerde oldugu gozlendi. Farkli Cu
konsantrasyonlarinin Anoxybacillus amylolyticus’un biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine
olan etkisini inceleyecek olursak; 6,784, 16,96 ve 42,4 mg/l Cu varliginda en yiiksek
biyoakiimiilasyon degerinin sirasiyla; 417,73 (16. saat), 509,42 (16. saat) ve 929,68
(20. saat) pg metal/kuru bakteri agirligt oldugu tespit edildi.

4.2.2.4. Farkh Mn Konsantrasyonlarin Anoxybacillus amylolyticus’un Ureme ve

Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.2.4. farkli Mn konsantrasyonlarinin Anoxybacillus amylolyticus’un

tireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine gostermektedir.
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Sekil 4.2.2.4. Farkh Mn Konsantrasyonlarimin Anoxybacillus amylolyticus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim bakteri iiremesini

(As40 um), siitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).
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Bu sonuglara gore; 9,89, 19,78 ve 98,9 mg/l Mn varliginda iiremenin ilk 8 saatte
kontrole kiyasla 6nemli derecede etkilendigi tespit edildi. 12.-24. saatlerde ise pek
etkilenmedigi ve 19,78 mg/l Mn varliginda iiremenin 12.-24. saatlerde kontrole gore
cok az arttig1 saptandi. Farkli Mn konsantrasyonlarinin Anoxybacillus amylolyticus’un
biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakildig1 zaman; akiimiilasyonun ilk 8
saatte tiim Mn konsantrasyonunda ¢ok az oldugu, fakat 12.-20. saatler arasinda 19,78 ve
98,9 mg/l Mn varlifinda biiyiik bir oranda artig oldugu saptandi. 8. saatte 19,78 ve 98,9
mg/l Mn varliginda biyoakiimiilasyon degeri sirasiyla; 241,16 ve 1045,06 ng metal/kuru
bakteri agirlig1 iken bu degerlerin 20. saatte sirasiyla; 22456,1 ve 28566 pg metal/kuru
bakteri agirligi oldugu tespit edildi. 9,89 mg/l Mn varliginda ise akiimiilasyonun 12.-24.
saatleri arasinda artan bir egilim gosterdigini ve en yiiksek biyoakiimlasyon degerinin

13542,47 pg metal/kuru bakteri agirligi (24. saat) oldugunu bulundu.
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4.2.3. Farkh Metal (Cd,Cu,Mn,Ni,Zn) Konsantrasyonlarimn Geobacillus toebii

sub.sp. decanicus’un Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

4.2.3.1. Farkhh Cd Konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.3.1. farkli Cd konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp.

decanicus’un lireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.2.3.1. Farkh

Cd Konsantrasyonlarimin Geobacillus toebii

sub.sp.

decanicus’un Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim

bakteri tiremesini (A 540 nm), Stitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Bu verilere gore; 1,83 mg/l Cd varlifinda iiremenin etkilenmedigi tespit edildi.

4,575 mg/l Cd varliginda tiremenin ilk 8 saat etkilenmedigi, 12.-20. saatlerde kismen

etkilendigi ve 24. saatte etkilenmedigi gozlendi. 7,32 mg/l Cd varliginda tiremenin ilk

20 saat onemli ol¢iide etkilendigi, 12. saatte iiremenin % 39,8 oraninda inhibe oldugunu

ve 24. saatte liremenin pek etkilenmedigi saptandi. Farkli Cd konsantrasyonlarinin

Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan
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etkisine bakildig1 zaman; ilk 8 saatte biyoakiimiilasyonun tiim Cd konsantrasyonlarinda
gerceklesmedigi, 12.-24. saatler arasinda 1,83 mg/l Cd varliginda bir artis gosterdigi,
4,575 mg/1 Cd varliginda en yiiksek biyoakiimiilasyon degerinin 16. saatte elde edildigi
(3533 pg metal/kuru bakteri agirligl) ve 7,32 mg/l Cd varliginda ise en yiiksek
biyoakiimiilasyon degerinin 20. saatte elde edildigi (7196,2 pg metal/kuru bakteri
agirlig) tespit edildi.

4.2.3.2. Farklh Cu Konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.3.2. farkli Cu konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp.

decanicus’un lireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.2.3.2. Farklh Cu Konsantrasyonlarimn Geobacillus toebii sub.sp.

decanicus’un Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim

bakteri tiremesini (A 540 am), Stitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Bu sonuglara gore; 10 mg/l Cu varliginda iiremenin genelde pek etkilenmedigi

gozlendi. 20 mg/l Cu varlhiginda tiremenin ilk 8 saatten itibaren belirli oranlarda inhibe
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edildigi (6rnegin 16. saatte % 19,96) saptandi. 30 mg/l Cu varliginda iiremenin ilk 8

saatten itibaren yiiksek oranlarda etkilendigi (6rnegin 16. saatte % 41) saptandi. Farkl

Cu konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un biyoakiimiilasyon

yetenegi iizerine olan etkisine bakildigr zaman; 10, 20 ve 30 mg/l Cu varliginda en

yiikksek biyoakiimiilasyon degerinin sirasiyla; 6862,1, 3430,4 ve 3237,3 ng metal/kuru

bakteri agirligi olarak 20. saatte oldugu tespit edildi.

4.2.3.3. Farkhh Mn Konsantrasyonlarimn Geobacillus toebii sub.sp decanicus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyonu Uzerine EtKisi

Sekil 4.2.3.3. farkli Mn konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp

decanicus’un lireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.2.3.3. Farkh Mn Konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp

decanicus’un Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim

bakteri iiremesini (A 540 4m), Situnlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Bu verilere gore 10, 20 ve 30 mg/l Mn varliginda tiremenin ilk 16 saate kadar

kismen inhibe edildigi ve 20.-24. saatlerde kontrole gore iiremenin daha fazla oldugu
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gozlendi. Farkli Mn konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp decanicus’un
biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakildigi zaman; 10 ve 20 mg/l Mn
varliginda 4.-24. saatlerde artis gosterdigi ve 30mg/l Mn varliginda ise en yiiksek
biyoakiimiilasyon degerinin 17812,5 pug metal/kuru bakteri agirligi olarak 20. saatte elde
edildigi tespit edildi.

4.2.3.4. Farkhh Ni Konsantrasyonlarmmn Geobacillus toebii sub.sp decanicus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.3.4 farkli Ni konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp

decanicus’un iireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gostermektedir.
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Zaman (S aat)
Kontrol ez 10mg/l 20mg/| 40mg/|
—a— Kontrol —=—10mg/l —x— 20mg/l —a—40mg/l

Sekil 4.2.3.4. Farkh Ni Konsantrasyonlarimin Geobacillus toebii sub.sp

decanicus’un Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim

bakteri iiremesini (A 540 4m), Situnlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Bu sonuglara gore; 10 ve 20 mg/l Ni varliginda iiremenin kismen etkilendigi
saptandi. 40 mg/l Ni varliginda iiremenin ilk 12 saat kismen etkilendigi ve 12.-

24 saatlerde oldukca fazla etkilendigi gozlendi. Ornegin 16. saatte 40 mg/l Ni varhiginda
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tiremenin % 37 oraninda inhibe oldugu tespit edildi. Farkli Ni konsantrasyonlarinin
Geobacillus toebii sub.sp decanicus’un biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine
bakildigi zaman; 10 mg/l Ni varlifinda biyoakiimiilasyonun 4.-20. saatlerde artma
egiliminde oldugu, 20 ve 40 mg/l Ni varliginda 4.-20. saatlerde artis gosterdigi, 10, 20
ve 40 mg/l Ni varliginda en yiiksek biyoakiimiilasyon degerinin sirasiyla; 226,8 498,7
ve 660,3 pg metal/kuru bakteri agirhigir olarak 20. saatte elde edildigi ve her ti¢ Ni

konsantrasyonunda 24. saatte biyoakiimiilayonun azaldig1 gézlendi.

4.2.3.5. Farkli Zn Konsantrasyonlarimin Geobacillus toebii sub.sp decanicus’un

Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.3.5. farkli Zn konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii sub.sp decanicus

tireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.2.3.5. Farkh Zn Konsantrasyonlarmin Geobacillus toebii sub.sp

decanicus’un Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim

bakteri iiremesini (A s40 4m), Situnlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).

Bu verilere gore; 10 mg/l Zn varliginda iiremenin kismen etkilendigi tespit

edildi. 20 mg/l Zn varliginda iiremenin Onemli oranda inhibe edildigi, 40 mg/l Zn
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varliginda ise tiremenin oldukca fazla etkilendigi (6rnegin 16. saate % 38 oraninda
tireme inhibisyonu) tespit edildi. Farkli Zn konsantrasyonlarinin Geobacillus toebii
sub.sp decanicus’un biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakacak olursak;
10, 20 ve 40 mg/l Zn konsantrasyonlarinda 4.-24. saatlerde artis gosterdigi ve en yiiksek
biyoakiimiilasyon degerinin sirasiyla; 11684, 13254 ve 36496 pg metal/kuru bakteri
agirligi olarak 24. saatte elde edildigi bulundu.

4.2.4. Farkh Metal (Cd, Cu, Mn, Ni ve Zn) Konsantrasyonlarmmin Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi

Uzerine Etkisi

4.2.4.1. Farkhh Cd Konsantrasyonlarimn Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis’in Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.4.1. farkli Cd konsantrasyonlarinin Geobacillus thermoleovorans

sub.sp. stromboliensis’in iireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini

gostermektedir.
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Sekil 4.2.4.1. Farkh Cd Konsantrasyonlarimin Geobacillus thermoleovorans

sub.sp. stromboliensis’in Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi

ile gosterim bakteri tiremesini (A s ), Stitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir).
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Bu verilere gore; 1 ve 1,5 mg/l Cd varliginda tiremenin kismen etkilendigi tespit
edildi. 2 mg/l Cd varliginda iiremenin ilk saatlerden itibaren kontrole kiyasla biiyiik
oranlarda inhibe edildigi saptandi. 2 mg/l Cd varliginda iiremenin 12. saatte % 40
oraninda inhibe edildigi belirlendi. Farkli Cd konsantrasyonlarinin Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan
etkisine bakacak olursak; 1 mg/l Cd varliginda biyoakiimiilasyonun 4.-20. saatlerde
artigl ve 24. saatte azaldigim1 ve en yiiksek biyoakiimiilasyon degerinin 693,8 pg
metal/kuru bakteri agirligi olarak 20.saatte elde edildigini tespit ettik. 1,5 ve 2 mg/l Cd
varliginda biyoakiimiilasyonun 4.-20. saatlerde artma egilimi gosterdigi ve en yiiksek
biyoakiimiilasyon degerinin 2 mg/l Cd varliginda 24. saatte (1350,7 pg metal/kuru
bakteri agirlig1) oldugu tespit edildi.

4.2.4.2. Farkhh Cu Konsantrasyonlarimin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis’in Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.4.2. farkli Cu konsantrasyonlarinin Geobacillus thermoleovorans

sub.sp stromboliensis’in iireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini

gostermektedir.
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Sekil 4.2.4.2. Farkli Cu Konsantrasyonlarimin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis’in Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile

gosterim bakteri iiremesini (A 549 ), Stitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir.).
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Bu sonuglara gore; 10, 20 ve 30 mg/l Cu varliginda iiremenin pek etkilenmedigi
tespit edildi. Farkli Cu konsantrasyonlarinin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.
stromboliensis’in biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakildigr zaman; 10
mg/l Cu varliginda en yiiksek biyoakiimiilasyon degerini 571 pg metal/kuru bakteri
agirligi olarak 20. saatte elde edildigini, 20 mg/l Cu varliginda biyoakiimiilasyonun 4.-
24. saatlerde artis gosterdigi ve 30 mg/l Cu varliginda biyoakiimiilasyonun 4.-20.
saatlerde artis gosterdigini ve en yiiksek biyoakiimiilasyon degerinin 771,8 pg

metal/kuru bakteri agirligi olarak 20. saatte elde edildigini saptandi.

4.2.4.3. Farkh Mn Konsantrasyonlarmin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis’in Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.4.3. farkli Mn konsantrasyonlarinin Geobacillus thermoleovorans

sub.sp. stromboliensis’in iireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini

gostermektedir.
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Sekil 4.2.4.3. Farkh Mn Konsantrasyonlarmin Geobacillus thermoleovorans

sub.sp. stromboliensis’in Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine EtKkisi (Cizgi

ile gosterim bakteri tiremesini (A s40 4m), Stitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir.).
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Bu verilere gore; 10, 20 ve 30 mg/l Mn varlifinda iiremenin tiim zaman
araliklarinda pek etkilenmedigi saptandi. Farkli Mn konsantrasyonlarinin Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan
etkisine bakildigr zaman; tim Mn konsantrasyonlarinda biyoakiimiilasyonun 4.-24.
saatlerde artis gosterdigi ve en yiiksek biyoakiimiilasyon degerinin 10, 20 ve 30 mg/l
Mn varliginda sirasiyla; 6285,7, 11764,7 ve 23076,9 pg metal/kuru bakteri agirhigi 24.
saatte elde edildigi tespit edildi.

4.2.4.4. Farkhh Ni Konsantrasyonlarmin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis’in Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi

Sekil 4.2.4.4. farkli Ni konsantrasyonlarimin Geobacillus thermoleovorans

sub.sp. stromboliensis’in lireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisi

goriilmektedir.
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Sekil 4.2.4.4. Farkli Ni Konsantrasyonlarimin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis’in Uremesi ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile

gosterim bakteri tiremesini (A 549 am), Situnlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir.).
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Bu sonuclara gore; 10 ve 20 mg/l Ni varliginda tiremenin pek etkilenmedigi

tespit edildi. 40 mg/l Ni varliginda ilk 12 saat iiremenin olduk¢a etkilendigi, 16.-24.

saatlerde ise iiremenin kismen etkilendigi bulundu. Farkli Ni konsantrasyonlarinin

Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in biyoakiimiilasyon yetenegi

izerine olan etkisine bakacak olursak; 10, 20 ve 40 mg/l Ni varliginda en yiiksek

biyoakiimiilasyonu degerinin sirasiyla; 199,6, 345,9 ve 977,2 pg metal/kuru bakteri

agirligi olarak 24., 20. ve 20. saatlerde elde edildigi saptanda.

Konsantrasyonlarimin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

Zn

4.2.4.5. Farkh

Uzerine Etk

’in Ureme ve Biyoak

isi

gi

lasyon Yetene

umii

lensis

strombol

Zn konsantrasyonlarinin Geobacillus thermoleovorans

Sekil 4.2.4.5. farkh

sub.sp. stromboliensis’in iireme ve biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisini

goriilmektedir.
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Sekil 4.2.4.5. Farkh Zn Konsantrasyonlarmin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

we

stromboliensis’in Ureme ve Biyoakiimiilasyon Yetenegi Uzerine Etkisi (Cizgi ile

gosterim bakteri iiremesini (A 549 ), Stitunlar ise metal akiimiilasyonunu gostermektedir.).
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Bu verilere gore; 1 mg/l Zn varliginda ilk 8 saat iiremenin kontrole gore kismen
artig gosterdigi ve 12.-24. saatlerde iiremenin etkilenmedigi tespit edildi. 2 mg/l Zn
varliginda iiremenin ilk 16 saat etkilenmedigi, 20.-24. saat ise kismen etkilendigi tespit
edildi. 3 mg/l Zn varliginda tiremenin ilk 8 saat etkilenmedigi 12.- 24. saatlerde ise
tiremenin fazla oranda inhibe edildigi tespit edildi (24. saatte % 21,76 oraminda). Farkli
Zn konsantrasyonlarinin  Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in
biyoakiimiilasyon yetenegi iizerine olan etkisine bakildigi zaman; 1, 2 ve 3 mg/l Zn
varliginda en yiiksek biyoakiimiilasyonu degerinin sirasiyla; 5412, 6024 ve 7076 ng
metal/kuru bakteri agirligi olarak 24., 20. ve 20. saatlerde elde edildigini saptanda.
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4.3.1. pH’min Bacillus thermoantarcticus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Farkli

pH degerlerinin (2,0-10,0) Bacillus

biyosorpsiyonu iizerine etkisi Tablo 4.3.1.”de goriilmektedir.

thermoantarcticus’un  metal

Tablo 4.3.1. pH’min Bacillus thermoantarcticus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Baslangic Metal Artakalan Metal Uzaklastirilan Metal mg metal/g kuru
Metal pH Konsantrasyonlari Konsantrasyonu Konsantrasyonu agirhk
(mg/) (mg/l) (%)
2 56 +0,70 50,5  #1,41 9,82 *1,39 22 #0,28
3 53 +0,35 16 +0,70 69,81 1,13 14,8 +0,14
4 495  £141 725 #042 854 0,50 16,9 +0,39
Cd 5 48 +0,35 7,02 +0,38 85,36 0,91 16,49 +0,43
6 47 +1,06 7 +0,21 85,09 0,78 164 045
8 46 +1,06 7.5 +0,35 83,68 0,96 154 +0,56
10 45 +0,07 8,55  +0,56 81 +1,14 14,58 +0,05
2 45 +0,35 48,5 #0335 0,51  +0,00 0,1  +0,00
3 47,37 +0,53 29,25 0,35 38,25 0,05 725 0,07
4 46,55 +0,28 25 +0,17 46,29 0,05 8,62 0,04
Cu 5 4593 +0,26 25,68 +0,26 44,07 +0,89 8,1 #0221
6 45,92 +0,81 26,25 #0,35 42,82 +1,78 787 0,46
8 4525 +0,00 26,75 +0,70 40,87 *1,56 74 0,28
10 44,5 *1,06 27,37 #0,53 3845 2,65 6,85 +0,63
2 5575 +0,35 51,56  +0,61 751 0,52 1,67 0,10
3 51,82 #0,95 39,87 #0,53 23,05 0,39 8,28 #4775
4 51,06 +0,26 30,06 +0,26 41,12 #0,21 84 0
Co 5 50,13 +0,01 28,25 0,35 43,65 0,67 8,75 0,13
6 49,93 +0,08 28,93 +0,08 42,05 +0,28 84  £0,07
8 48,67 +0,45 29,55 #0,42 39,28 1,44 7,65 0,35
10 46,81 +0,97 30,62 +0,88 34,58 0,52 6,47 0,03
2 54,62 +0,53 51,62 0,17 548  £1,24 1,2 0,28
3 53,87 +0,53 35,75 #0,35 33,64 *0 725 0,07
4 51,25 +0,70 22,25 #0,35 56,57 =+1,28 11,6 +0,42
Mn 5 49,62 +0,53 20,5  #0,70 58,69 +0,98 11,65 +0,07
6 48,56 +0,79 16,75 *1,06 65,51 #1,61 12,72 +0,10
8 46,37 +0,53 17,5  #0,70 62,26 *1,09 11,55 0,07
10 44,12 0,53 20,68 +0,26 53,10 =*1,16 9,37 031

Tablo 4.3.1°e; gore optimum biyosorpsiyon pH degerleri Cd, Cu, Co ve Mn i¢in
sirasiyla; 4,0, 4,0, 5,0 ve 6,0 oldugu belirlendi. Bu pH degerlerinde Cd, Cu, Co ve Mn

icin uzaklastirlan metal yiizde degerleri ve gram kuru bakteri basina diisen mg metal
miktar1 (3.11.2.°deki formiilden yararlanarak) sirasiyla; % 85,4 ve 16,9; % 46,29 ve
8,62; % 43,65 ve 8,75; % 65,51 ve 12,72 olarak saptandi.
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4.3.2. Sicakhgin Bacillus thermantarcticus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Tablo 4.3.2’de farkli sicaklik degerlerinin (30-80 °C)  Bacillus

thermantarcticus’un metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi goriilmektedir.

Tablo 4.3.2. Sicakhgin Bacillus thermantarcticus’ un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine etkisi

Metal
Cd Cu Co Mn
Sicaklik | % mg % mg % mg % mg
(°C) | Uzaklas | metal/g | Uzaklas | metal/g | Uzaklag | metal/g | Uzaklas | metal/g
tirma | kuru tirma | kuru tirma | kuru tirma | kuru
agirhik agirhik agirlik agirlik

30 88,50 17,52 50,59 9,42 31,93 6,40 52,23 10,15
+0,14 | 0,53 +1,97 +0,31 +0,32 | +0,06 | =*1,68 +0,49

40 89,03 17,63 51,98 9,68 32,68 6,55 58,92 11,45
+0,09 | 0,52 | +0,59 | #0,16 | #0,67 | 0,13 | *1,94 | 0,56

50 90,24 17,87 51,66 9,62 33,92 6,80 61,12 11,87
+0,20 | 0,55 +1,22 | #0,16 | 0,37 +0,07 +0,27 +0,24

60 90,65 17,95 53,32 9,94 45,14 9,05 65,63 12,75
+0,19 | #0,55 | #0,36 | #0,14 | *1,43 +0,28 | 0,71 +0,07

70 90,09 17,84 47,63 8,87 41,40 8,30 57,59 11,18
+0,42 +0,59 +1,57 +0,24 | 0,37 +0,07 +1,78 +0,16

80 89,43 17,71 44,67 8,32 30,68 6,15 54,23 10,53
+0,23 | 0,55 | #1,09 | #0,25 | #0,68 | 0,13 | 0,09 | 0,19

Bu sonuglara gore; Cd, Cu, Co ve Mn i¢in optimum biyosorpsiyon sicaklik

degerinin bakterinin optimum iireme sicakligi olan 60 °C olarak bulundu.
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433. Agir Metal (Cd, Cu, Co ve Mn) Konsantrasyonunun Bacillus

thermoantarcticus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Sekil 4.3.1.”de farkli agir metal (Cd, Cu, Co ve Mn) konsantrasyonlarinin (10-

300 mg/l) Bacillus thermoantarcticus’ un metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi

goriilmektedir.
40 + 120
-+ 100
-+ 80

mg metal/g kuru bakteri agirhg:
f
(2]
o
% Uzaklastirma

4 + 40
T + 20
- — 0
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Sekil 4.3.1. Agir Metal (Cd, Cu, Co ve Mn) Konsantrasyonunun Bacillus
thermoantarcticus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim %

uzaklastirma, siitunlar ise metal biyosorpsiyonunu gostermektedir).

Sekilden anlagilacag lizere artan metal konsantrasyonuna bagl olarak gram kuru
bakteri basina diisen mg metal miktan artarken, yiizde uzaklastirma degerinin azaldigi
saptandi. Baslangi¢ metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300 mg/I’ye yiikselmesiyle
Bacillus thermoantarcticus tarafindan biyosorbe edilen Cd miktar1 3,87°den 33,16 mg/g
kuru agirlik’a yiikselirken uzaklastirilan metal yiizdesi % 97,26’dan % 29,6’ya azaldig1

belirlendi.
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4.3.4. Biyokiitle Miktarimin Bacillus thermoantarcticus’un Metal Biyosorpsiyonu

Uzerine Etkisi

Bacillus thermoantarcticus’un biyokiitle (0,25-10 g/I) degisimine bagli metal

biyosorpsiyonu degisimi Sekil 4.3.2.”de goriilmektedir.

45 - + 100
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Sekil 4.3.2. Biyokiitle Miktarmin Bacillus thermoantarcticus’un  Metal
Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim % uzaklasurma, siitunlar ise metal

biyosorpsiyonunu gstermektedir).

Sekilden anlagilacagi iizere artan biyokiitle miktarina bagh olarak gram kuru
bakteri basina diisen mg metal miktar1 azalirken, uzaklastirilan metal yiizdesinde artig

goriildiigii tespit edildi.



115

4.3.5. Inkiibasyon Siiresinin Bacillus thermoantarcticus’un Metal Biyosorpsiyonu

Uzerine Etkisi

Sekil 4.3.3.’de farkli inkiibasyon siirelerinin (15-120 dakika) Bacillus

thermoantarcticus’un metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi goriilmektedir.
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Sekil 4.3.3. Inkiibasyon Siiresinin Bacillus thermantarcticus’un Metal

Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Sekilden anlasilacagi iizere, artan zamana bagl olarak g kuru bakteri basina
diisen mg metal miktarinda 15. dakikadan sonra pek fazla bir artisin gerceklesmedigi

saptandi.
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4.3.6. pH’nmin Anoxybacillus amylolyticus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Tablo 4.3.3.”de farkli pH degerlerinin (2.0-10.0) Anoxybacillus amylolyticus’un

metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi goriilmektedir.

Tablo 4.3.3. pH’min Anoxybacillus amylolyticus’un Metal Biyosorpsiyon Uzerine EtKisi

Baslangic Metal Artakalan Metal Uzaklastirilan Metal mg metal/g
Metal pH Konsantrasyonlari Konsantrasyonu Konsantrasyonu kuru agirlik
(mg/l) (mg/l) (%)
2 56  +07 51,75 +1,06 7,58 0,72 1,7 0,14
3 53 +035 38,2 #3,18 27,84 +5,52 59 =#1,13
4 49,5 =141 17 +0,35 65,65 +0,26 13 0,42
Cd 5 48 +0,35 12,43 +0,08 74,08 +0,37 14,22+0,17
6 47 1,06 16,75 0,42 64,36 +0,09 12,1 +0,25
8 46 1,06 16,5 0,07 64,11 +0,67 11,8 +0,39
10 45 0,7 18,5 0,49 58,89 +0,45 10,6 +0,08
2 48,75 0,35 48,31 +0,08 0,89 0,53 0,17 0,1
3 47,37 +0,53 36,75 0 22,41 +0,86 425 +0,21
4 46,55 +0,28 28 +0 39,84 +0,36 742 #0,11
Cu 5 45,93 +0,26 28,25 +0,35 38,49 1,12 7,07 0,24
6 45,92 +0,81 29,18 +0,44 36,43 +0,16 6,69 0,14
8 45,25 +0 29,5 0,53 348 1,17 6,3 0,21
10 44,5 +1,06 30,12 +0,53 32,29 0,41 5,75 +0,21
2 55,75 +0,35 53,25 +1,41 448 1,92 1 +0,42
3 51,82 +£0,94 45,81 +0,44 11,57 2,48 24 0,55
4 51,06 +0,26 36,62 +0,53 28,26 1.4 5,77 +0,31
Co 5 50,13 +0,01 32,5 0,7 35,17 +1,38 7,05 £0,27
6 49,93 +0,08 35 +07 2991 +1,54 597 40,31
8 48,67 +0,45 35,87 +0,17 26,29 1,06 5,12 +0,25
10 46,81 +0,97 36,25 +0,17 22,53 +1,98 422 0,45
2 54,62 +0,53 54,12 +0,17 091 0,63 0,2 0,14
3 53,87 +0,53 44,5 #0,7 17,4 +049 3,75 +0,07
4 51,25 +0,7 35,25 40,35 31,21 +0,26 64 0,14
Mn 5 49,62 +0,53 33,25 +1,06 32,98 +2,85 6,55 +0,63
6 48,56 +0,79 30,75 +0,35 36,67 +0,31 7,12 +0,17
8 46,37 +0,53 335 +0,7 27,74 £2.35 5,15 +0,49
10 44,12 +0,53 35,75 1,06 18,95 3,37 3,35 +0,63

Bu sonuglara gore; optimum biyosorpsiyon pH degerleri Cd, Cu, Co ve Mn ig¢in
sirasiyla; 5,0, 4,0, 5,0 ve 6,0 oldugu bulundu. Bu pH degerlerinde Cd, Cu, Co ve Mn

icin uzaklastirilan metal yiizde degerleri ve gram kuru bakteri basina diigen mg metal
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miktar1 (3.11.2.”deki formiilden yararlanarak) sirasiyla; % 74,08 ve 14,22; % 39,84 ve
7,42; % 35,17 ve 7,05; % 36,67 ve 7,12 olarak bulundu.

4.3.7. Sicakh@in Anoxybacillus amylolyticus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine

EtKisi

Sicakligin (30-80 °C) Anoxybacillus amylolyticus’un metal biyosorpsiyonu

tizerine etkisi Tablo 4.3.4.’de goriilmektedir.

Tablo 4.3.4. Sicakhgin Anoxybacillus amylolyticus un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Metal
Cd Cu Co Mn
Sicaklik | % mg % mg % mg % mg
(°C) | Uzaklag | metal/g | Uzaklas | metal/g | Uzaklas | metal/g | Uzaklas | metal/g
tirma | kuru tirma | kuru tirma | kuru tirma | kuru
agirlik agirhik agirhik agirhik
30 74,08 14,22 38,77 7,25 27,04 5,42 27,40 5,32
+0,37 +0,17 +1,15 +0,21 +1,59 +0,31 +0,45 +0,17
40 75 14,4 40,92 7,62 29,39 5,89 30,86 6
+0,18 +0,07 +2,67 +0,45 +0,53 +0,10 +2,77 +0,63
50 75,72 14,54 44,41 8,47 31,06 6,23 33,57 6,52
0,25 +0,15 +1,56 +0,52 +0,86 +0,16 +1,81 +0,45
60 78,06 14,99 43,98 8,19 33,67 6,75 35,12 6,82
+0,23 +0,15 +2,46 +0,41 +0,26 +0,04 +0,33 +0,17
70 74,32 14,27 39,31 7,32 28,89 5,79 27,92 5,42
+0,32 +0,04 +1,90 +0,31 +0,53 +0,10 +0,27 +0,03
80 73,61 14,13 38,24 7,12 27,09 5,43 25,73 5
+0,30 +0,16 +1,90 +0,31 +1,15 +0,23 +1,03 +0,28

Bu verilere gore; Cd, Cu, Co ve Mn

icin optimum biyosorpsiyon sicaklik

degeri bakterinin optimum iireme sicaklig1 olan 60 °C oldugu belirlendi. Bu sicaklikta

Cd, Cu, Co ve Mn icin yiizde uzaklastirma ve metal biyosorpsiyonu (mg metal/g kuru
agirlik) sirasiyla; % 78,06 ve 14,99; % 43,98 ve 8,19; % 33,67 ve 6,75 ve % 35,12 ve
6,82 olarak tespit edildi.
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4.3.8. Agir Metal (Cd, Cu, Co ve Mn) Konsantrasyonunun Anoxybacillus

amylolyticus un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Agir metal (Cd, Cu, Co ve Mn) konsantrasyonunun (10-300 mg/l) Anoxybacillus

amylolyticus’un metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi Sekil 4.3.4.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.3.4. Agir Metal (Cd, Cu, Co ve Mn) Konsantrasyonunun Anoxybacillus
amylolyticus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim % uzaklastirma,

siitunlar ise metal biyosorpsiyonunu gostermektedir).

Sekilden anlasilacag {izere artan metal konsantrasyonuna bagl olarak gram kuru
bakteri basina diisen mg metal miktan artarken, yiizde uzaklastirma degerinin azaldigi

bulundu.
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4.3.9. Biyokiitle Miktarimin Anoxybacillus amylolyticus’un Metal Biyosorpsiyonu

Uzerine Etkisi

Sekil 4.3.5.°de Anoxybacillus amylolyticus’un farkli biyokiitle miktarlarinin

(0,25-10 g/1) metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi goriilmektedir.
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Sekil 4.3.5. Biyokiitle Miktarmin Anoxybacillus amylolyticus’un Metal
Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim % uzaklastirma, situnlar ise metal

biyosorpsiyonunu gostermektedir. ).

Sekilden anlasilacag: iizere artan biyokiitle miktarina bagli olarak gram kuru
bakteri basina diisen mg metal miktar1 azalirken, uzaklastirilan metal yiizdesinde artis

goriildiigli saptandi.
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4.3.10. Inkiibasyon Siiresinin Anoxybacillus amylolyticus’un Metal Biyosorpsiyonu

Uzerine Etkisi

Inkiibasyon siiresinin (15-120 dakika) Anoxybacillus amylolyticus’un metal

biyosorpsiyonu iizerine etkisi Sekil 4.3.6.”da goriilmektedir.
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Sekil 4.3.6. Inkiibasyon Siiresinin Anoxybacillus amylolyticus’un Metal

Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Bu sonuclara gore; artan zamana bagh olarak g bakteri bagina diisen mg metal

miktarinda 15. dakikadan sonra dikkate deger bir artisin olmadig1 bulundu.
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4.3.11. pH’nin Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Metal Biyosorpsiyonu
Uzerine Etkisi
pH’ nin (2,0-10,0) Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un metal biyosorpsiyonu

tizerine etkisi Tablo 4.3.5.”de goriilmektedir.

Tablo 4.3.5. pH’min Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine

Etkisi

Baslangi¢ Metal Artakalan Metal Uzaklastirilan Metal mg metal/g kuru
Metal pH Konsantrasyonlari Konsantrasyonu Konsantrasyonu agirlik
(mg/l) (mg/) (%)

2 56 +0,70 52 +0,35 7,13 +0,54 1,6 0,14

3 53 +0,35 28,75 +1,06 4575 +1,63 9,7 0,28

4 49,5 +141 10 +0,21 79,78 1,00 158 0,65

Cd 5 48 035 93 028 80,62 044 1548 0,02
6 47 +1,06 74 0,07 84,24 +0,50 15,84 +0,45

8 46 +1,06 8,75 042 80,98 +0,48 149 0,25

10 45 +0,70 8,77 0,17 80,49 +0,69 1448 0,33

2 48,75 0,35 48 +0,17 1,53 1,07 03 0,21

3 47,37 0,53 35 +1,06 26,12 +1,40 495 021

4 46,55 +0,28 26,12 0,17 43,87 0,03 8,17  #0,04

Cu 5 4593 0,26 26,57 0,10 42,14 0,56 7,74 0,14
6 45,92 4081 2725 +0,35 40,64 +1,81 747 +0,46

8 4525 0 27,5 +1,06 39,22 234 7.1 +0,42

10 44,5 +1,06 30 +0,70 32,58 +0,01 58 0,14

2 55,37 #0,17 54,12 0,17 225 40,63 0,5 0,14

3 50,37 #0,53 47 +0,35 6,09 1,68 1,35  #0,35

4 48,87 0,17 36,12 0,17 26,08 0,62 51 0,14

Ni 5 47,35 +0,53 39,37 0,17 16,87 0,55 32 40,14
6 45,87 +0,88 40,37 +0,17 11,97 +1,31 22 #0,28

8 45,12 40,53 38,43 0,44 10,34 +0,07 1,77 #0,03

10 4425 +0,35 37,25 #0,35 10,23 +1,61 1,7 0,11

2 51,25 #0,35 50,87 0,17 0,73 +0,33 0,15 0,07

3 49,62 +0,53 38 +1,06 2340 +2,96 4,65 0,63

4 47,81 +0,61 204 +0,03 57,32 +0,47 10,96 0,23

Zn 5 47,25 0,35 18,87 +0,88 60,04 +2,16 11,35 0,49
6 45,93 +0,08 1991 047 56,64 +1,12 1041 0,22

8 44,62 +0,53 20 +0,17 55,17 0,13 9.85 0,14

10 43,81 +0,08 20,41 0,05 5340 0,21 9,36 +0,05

2 54,62 +0,53 52,25 +0,35 433 1,57 095 0,35

3 53,87 #0,53 435 *141 19,23 341 4,15 0,77

4 51,25 #0,70 32,31 #0,26 36,94 +1,38 7,57 0,38

Mn 5 49,62 +0,53 30,5 0,70 38,54 0,76 7,65 0,07
6 48,56 +0,79 28,25 #0,35 41,81 +1,68 8,12 #0,45

8 46,37 +0,53 29,25 #0,35 36,92 +0,04 6,85 0,07

10 44,12 40,53 30,75 1,06 30,31 +1,56 535 0,21
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Bu verilere gore; optimum biyosorpsiyon pH degerleri Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn
icin sirastyla; 6,0, 4,0, 4,0, 5,0 ve 6,0 bulundu. Bu pH degerlerinde Cd, Cu, Ni, Zn ve
Mn i¢in uzaklastirilan metal yiizde degerleri ve gram kuru bakteri basina diisen mg
metal miktar1 (2.11.2.’deki formiilden yararlanarak) sirasiyla; % 84,24 ve 15,84; %
43,87 ve 8,17; % 26,08 ve 5.1; % 60,04 ve 11,35 ve % 41,81 ve 8,12 olarak bulundu.



123

4.3.12. Sicakh@in Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Metal Biyosorpsiyonu

Uzerine Etkisi

Tablo 4.3.6.’da sicakligin (30-80°C) Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un

metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi goriilmektedir.

Tablo 4.3.6. Sicakhigin Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Metal Biyosorpsiyonu

Uzerine Etkisi

Metal
Cd Cu Ni Zn Mn
Sicaklik % mg % mg % mg % mg % mg
©C) Uzaklas | metal/ | Uzaklag | metal/ Uzaklas | metal/g | Uzaklas metal/g | Uzaklag metal/g
tirma gkuru | tirma gkuru | trma kuru tirma kuru tirma kuru
agirlik agirlik agirlik agirlik agirlik

30 77,03 14,48 | 41,73 7,77 30,04 5,85 47,61 9 31,77 6,17
+0,40 +0,40 | +3,06 +0,52 +0,43 +0,07 +1,14 +0,28 +1,48 +0,38

40 82,04 1542 | 41,99 7,82 30,68 6 56,44 10,67 32,58 6,33
+0,21 +0,38 | 1,16 +0,16 +2,05 +0,42 +2,04 +0,46 +0,02 +0,09

50 83,27 15,66 | 43,61 8,12 30,43 5,95 57,52 10,95 33,82 6,57
+1,73 +0,67 | 1,93 +0,31 +0,60 +0,14 +1,43 +0,35 +2,89 +0,67

60 83,44 15,69 | 45,48 8,47 32,48 6,35 60,14 11,37 36,81 7,15
+0,67 +0,48 | #0,81 +0,09 +0,48 +0,07 +2.76 +0,60 +1,97 +0,50

70 84,82 15,95 | 43,06 8,12 33,63 6,57 62,16 11,75 40,15 7,80
+1,47 +0,63 | +0,34 +0,02 +0,66 +0,10 +0,84 +0,07 +3,01 +0,71

80 83,26 15,65 | 41,34 7,7 30,94 6,05 67,11 12,68 34,73 6,75
+0,33 +0,41 | +0,20 +0,08 +1,69 +0,35 +0,73 +0,23 +1,97 +0,49

Tablo 4.3.6.”ya gore Cd, Ni, ve Mn icin optimum biyosorpsiyon sicaklik degeri
70 °C oldugu Cu ve Zn i¢in ise sirasiyla; 60 ve 80 °C olarak belirlendi.
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4.3.13. Agir Metal (Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn) Konsantrasyonunun Geobacillus toebii

sub.sp. decanicus’un Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Agir metal (Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn) konsantrasyonunun (10-300 mg/l)
Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi Sekil

4.3.7.”de goriilmektedir.
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Sekil 4.3.7. Agir Metal (Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn) Konsantrasyonunun Geobacillus
toebii sub.sp. decanicusun Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim %

uzaklagtirma, siitunlar ise metal biyosorpsiyonunu gostermektedir).

Sekilden anlasilacag {izere artan metal konsantrasyonuna bagh olarak gram kuru
bakteri basina diisen mg metal miktan artarken, yiizde uzaklastirma degerinin azaldigi
bulundu. Baslangi¢c metal konsantrasyonunun 10 mg/lI’den 300 mg/I’ye yiikselmesiyle
Geobacillus toebii sub.sp. decanicus tarafindan biyosorbe edilen Cd miktar1 3,52’den
29,02 mg/g kuru agirlik’a yiikselirken uzaklastirilan metal yilizdesi % 96,17°den %
25,97’ye azaldign gozlemlendi. Baglangic metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300
mg/I’ye ylikselmesiyle Geobacillus toebii sub.sp. decanicus tarafindan biyosorbe edilen

Cu miktan 1,96’dan 33 mg/g kuru agirlik’a yiikselirken uzaklastirilan metal yiizdesi %
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49,17°den % 28,34’e azaldig1 tespit edildi. Baslangic metal konsantrasyonunun 10
mg/I’den 300 mg/I’ye yiikselmesiyle Geobacillus toebii sub.sp. decanicus tarafindan
biyosorbe edilen Mn miktar1 2,7’den 13,42 mg/g kuru agirlik’a yiikselirken
uzaklagtirilan metal yiizdesi % 68,78’den % 11,37’ye azaldig1 tespit edildi. Baslangi¢
metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300 mg/I’ye yiikselmesiyle Geobacillus toebii
sub.sp. decanicus tarafindan biyosorbe edilen Ni miktar1 2,45’den 19,45 mg/g kuru
agirlik’a yiikselirken uzaklastirilan metal ylizdesi % 61,15°den % 16,72’ye azaldigi
tespit edildi. Baslangic metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300 mg/l’ye
yiikselmesiyle Geobacillus toebii sub.sp. decanicus tarafindan biyosorbe edilen Zn
miktar1 3,34’den 20,28 mg/g kuru agirlik’a yiikselirken uzaklastirilan metal yiizdesi %
88,06’dan % 17,35’e azaldig1 bulundu.
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4.3.14 Biyokiitle Miktarlarinin Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Metal

Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un farkli miktarlarinin (0,25-10 g/1) metal

biyosorpsiyonu iizerine etkisi Sekil 4.3.8.”de goriilmektedir.
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Sekil 4.3.8. Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Farkh Biyokiitlelerinin Metal
Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim % uzaklasurma, siitunlar ise metal

biyosorpsiyonunu gostermektedir).

Bu sonuglara gore; artan biyokiitle miktarina bagl olarak gram kuru bakteri
basina diisen mg metal miktann azalirken, uzaklastirilan metal yiizdesinde artis

goriildiigii tespit edildi.
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4.3.15. Inkiibasyon Siiresinin Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Metal

Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Inkiibasyon siiresinin (30-120 dakika) Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un

metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi Sekil 4.3.9.’da goriilmektedir.

mg metal/g kuru agirhk
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Sekil 4.3.9. inkiibasyon Siiresinin Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Metal

Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Bu veriler gore; gram kuru bakteri basina diisen mg metal miktarinda 15.

dakikadan sonra Cd harig, diger metallerde ¢ok az bir artisin oldugu gériilmektedir.
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4.3.16. pH’min Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Metal
Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi
Tablo 4.3.7.’de farkli pH degerlerinin (2.0-10.0) Geobacillus thermoleovorans

sub.sp. stromboliensis’in metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi goriilmektedir.

Tablo 4.3.7. pH’min Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Metal

Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Bagslangic Metal Artakalan Metal Uzaklastirilan Metal mg metal/g kuru
Metal pH Konsantrasyonlart Konsantrasyonu Konsantrasyonu agirlik
(mg/) (mg/l) (%)
2 56 +0,70 52 +1,06 6,71 2,49 1,6 +0,14
3 53 40,35 14,85 #0,21 7191 0,31 1526 0,22
4 49,5 +1,41 6,6 0,28 86,52 0,77 17,16 0,45
Cd 5 48 035 737 20,17 84,63 025 1625 0,07
6 47 +1,06 75  #035 83,90 0,94 159 40,42
8 46 +1,06 7,65 +0,28 835 042 15,34 0,53
10 45 +0,70 8,12 0,17 81,93 40,67 14,75 0,35
2 48,75 0,35 48,12 +0,53 1,28 0,36 025 0,07
3 4737 0,53 20,93 +0,26 558 0,07 10,57 +0,10
4 46,55 +0,28 9,712 #0,12 79,13 0,14 14,73 40,06
Cu 5 45,93 +0,26 10,03 #0,12 78,14 +0,39 1436 0,15
6 4592 0,81 11 +0,35 76,03  +1,19 13,77 0,18
8 4525 +0 11,37 0,53 74,86  £1,17 13,55 0,21
10 445  +1,06 16,75 +0,35 62,35 0,10 11,1 +0,28
2 55,37 #0,17 52,37 0,53 541  #1,25 1,2 +0,28
3 50,37 0,53 37,37 0,53 26,17 0,24 52 +0
4 48,87 0,17 21,25 0,35 56,52 0,56 11,05 +0,07
Ni 5 4735 0,53 23 +0,70 52,20 0,94 10,05 0,07
6 45,87 +0,88 255 0,35 4439 +1.83 8,15 049
8 45,12 +0,53 25,31 +0,26 439 0,07 792 0,10
10 4425 0,35 25,75 +0,70 41,81  =£1,13 74 +0,14
2 51,25 0,35 50,37 +0,17 1,7 +1,01 035 0,21
3 49,62 0,53 25,87 +0,17 47,85 #091 9,5 +0,28
4 47,81 0,61 9,812 +0,08 79,47 0,08 152 0,21
Zn 5 4725 0,35 10,18 +0,08 7843 0,02 14,82 0,10
6 4593 0,08 9,92 0,28 78,39 0,57 14,40 0,07
8 44,62 0,53 9,68 0,26 78,28 +0,84 13,97 0,31
10 43,81 +0,08 9,56 0,26 78,17 0,65 13,7 0,14
2 54,62 +0,53 51  +0,70 6,62  £2,20 145 049
3 53,87 0,53 35,75 +1,06 33,62 £2,62 725 0,63
4 51,25 #0,70 20,62 0,53 59,75 0,47 12,25 0,07
Mn 5 49,62 +0,53 15,12 #0,17 69,51 0,68 13,8 0,28
6 48,56 0,79 16,12 +0,17 66,79 0,18 12,97 0,24
8 46,37 0,53 18,62 +0,17 59,82 0,84 11,1 +0,28
10 44,12 +0,53 20,25 #0,35 54,10 0,24 9,55 40,07
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Bu sonuglara gore; optimum biyosorpsiyon pH degerleri Cd, Cu, Ni, Zn 4,0 ve
Mn i¢in 5,0 bulundu. Bu pH degerlerinde Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn i¢in uzaklastirilan
metal yiizde degerleri ve gram kuru bakteri basina diisen mg metal miktar (3.11.2.’deki
formiilden yararlanarak) sirasiyla; % 86,52 ve 17,16; % 79,13 ve 14,73; % 56,52 ve
11,05; % 79,47 ve 15,2; % 69,51 ve 13,8 olarak saptandi.

4.3.17. Sicakhigin Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Metal

Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Tablo 4.3.8.’de sicakligin (30-80 °C) Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis’in metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi goriilmektedir.

Tablo 4.3.8. Sicakh@in Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Metal

Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Metal
Cd Cu Ni Zn Mn
Sicakl % mg % mg % mg % mg % mg
k Uzaklas metal/g | Uzaklas | metal/g Uzaklas metal/g | Uzaklas | metal/ Uzaklas | metal/
°C) | urma kuru tirma kuru tirma kuru tirma gkuru | tirma g kuru
agirlik agirlik agirlik agirlik agirlik
30 89,18 17,66 77,71 14,47 48,84 9,55 66,35 12,72 55,95 11,11
+0,45 +0,59 +0,24 +0,04 +1,26 +0,21 +0,30 +0,10 +2,89 +0,69
40 89,67 17,76 78,77 14,67 51,91 10,15 76,51 14,62 59,24 11,76
+1,44 +0,79 +1,26 +0,32 +1,97 +0,42 +1,12 +0,38 +0,20 +0,08
50 90,08 17,84 79,85 14,85 52,68 10,3 71,57 14,82 61,44 12,2
+0,71 +0,65 +0,50 +0,21 +1,25 +0,48 +0,36 +0,10 +2,19 +0,56
60 90,79 17,98 81,19 15,12 55,49 10,85 78,66 15,04 64,85 12,87
+0,40 +0,59 +0,86 +0,25 +0,88 +0,21 +0,42 +0,27 +1,62 +0,45
70 91,57 18,13 79,32 14,77 60,99 11,92 79,21 15,15 68,63 13,62
+0,70 +0,65 +1,01 +0,09 +1,76 +0,38 +0,45 +0,28 +1,58 +0,45
80 84,96 16,82 78,08 14,54 59,2 11,57 81,95 15,67 62,07 12,32
+0,60 +0,60 +0,02 +0,08 +1,04 +0,24 +0,60 +0,31 +2,36 +0,60

Tablo 4.3.8.’e gore Cd, Ni, Zn ve Mn i¢in optimum biyosorpsiyon sicaklik
degerinin 70 °C oldugu, Cu i¢in ise 60 °C olarak bulundu.
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4.3.18. Agir Metal (Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn) Konsantrasyonunun Geobacillus

thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Sekil 4.3.10.’da agir metal (Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn) konsantrasyonunun (10-300
mg/l) Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in metal biyosorpsiyonu

tizerine etkisi goriilmektedir.
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4.3.10. Agir Metal (Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn) Konsantrasyonunun Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

(Cizgi ile gosterim % uzaklastirma, siitunlar ise metal biyosorpsiyonunu gostermektedir).

Bu sonuglara gore; artan metal konsantrasyonuna bagh olarak gram kuru bakteri
basina diisen mg metal miktar1 artarken yiizde uzaklastirma degerinin azaldigi bulundu.
Baslangic metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300 mg/I’ye yiikselmesiyle
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan biyosorbe edilen Cd
miktar1 3,79°dan 38,2 mg/g kuru agirhik’a yiikselirken uzaklagtirilan metal yiizdesi %
97,27°den % 34,1’e azaldig1 tespit edildi. Baslangic metal konsantrasyonunun 10
mg/I’den 300 mg/I’ye yikselmesiyle Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis tarafindan biyosorbe edilen Cu miktar1 3,13’den 38,4 mg/g kuru agirlik’a
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yiikselirken uzaklastirllan metal yiizdesi % 78,67°den % 32,98’e azaldigi saptandi.
Baslangic metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300 mg/I’ye yiikselmesiyle
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan biyosorbe edilen Mn
miktar1 3,17°den 23,71 mg/g kuru agirhik’a yiikselirken uzaklastirilan metal yiizdesi %
79,79’dan % 18,11°e azaldig1 tespit edildi. Baslangic metal konsantrasyonunun 10
mg/l’den 300 mg/I’ye yiikselmesiyle Geobacillus thermoleovorans sub.sp.
stromboliensis tarafindan biyosorbe edilen Ni miktar1 3,02’den 35,55 mg/g kuru
agirlik’a yiikselirken uzaklastirilan metal yiizdesi % 75,62’den % 30,57 e azaldig tespit
edildi. Baslangic metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300 mg/l’ye yiikselmesiyle
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan biyosorbe edilen Zn
miktar1 3,61’den 28 mg/g kuru agirlik’a yiikselirken uzaklastirilan metal yiizdesi %

91,91°den % 23,71’e azaldig1 bulundu.
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4.19. Biyokiitle Miktarimin Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in

Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Sekil 4.3.11.’de farkli miktarlarda (0,25-10 g/l) Geobacillus thermoleovorans

sub.sp. stromboliensis ile yiiriitiilenbiyosorpsiyin ¢alismalar verilmistir.
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Sekil 4.3.11. Biyokiitle Miktarmmin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.
stromboliensis’in Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi (Cizgi ile gosterim % uzaklastirma,

siitunlar ise metal biyosorpsiyonunu gostermektedir).

Bu sonuglara gore; artan biyokiitle miktarina bagl olarak gram kuru bakteri
basina diisen mg metal miktar1 azalirken, uzaklastirilan metal yiizdesinde artis

goriildiigii bulundu.
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4.3.20. Inkiibasyon Siiresinin Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in

Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Sekil 4.3.12.°de inkiibasyon siiresinin  (15-120 dakika) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in  metal biyosorpsiyonu {izerine etkisi

goriilmektedir.
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Sekil 4.3.12. Inkiibasyon Siiresinin Geobacillus thermoleovorans sub.sp.

stromboliensis’in Metal Biyosorpsiyonu Uzerine Etkisi

Bu sonuglara gore; artan zamana bagl olarak gram kuru bakteri basina diisen mg

metal miktarinda 15. dakikadan sonra ¢ok fazla bir artisin olmadig bulundu.
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4.4. 50 mg/l Cd ve Mn Konsantrasyonunda Tutulan Bakteri Peletlerinin Asitle

izi

i Anal

iyosorpsiyon

Coziiniirlestirdikten Sonra B

Sekil 4.4. 50 mg/l Cd ve Mn konsantrasyonlarinin degisik bakteri varyetelerinde

ist stvida metal kalintilarindan yola ¢ikilarak yapilan hesaplamalar haricinde bakteri

peletlerinin asitle ¢oziiniirlestirdikten sonra biyosorpsiyon oranlarin1 gostermektedir.
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Biyosorpsiyon deneyi sonunda ve asitle peletlerin ¢oziiniirlestirilmesi sonucunda

elde edilen Cd ve Mn biyosorpsiyon degerleri sirasiyla; Sekil 4.4’e gore Bacillus

thermoantarcticus icin 18,1 ve 13,75; Anoxybacillus amylolyticus i¢in 15,98 ve 8,13;

Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis icin 18,63 ve 14,1 ve Geobacillus

toebii sub.sp decanicus 16,35 ve 9,15 mg metal/g kuru bakteri agirligi olarak tespit

edildi.
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4.5. Farkh Bakteri Varyetelerinin Calkalamali ve Statik Kosullarda Kadmiyum

Biyosorpsiyonunun Karsilastirilmasi

Sekil 4.5. Cd’un calkalamali ve statik kosullarda farkli bakteri varyetelerinde

biyosorpsiyonunun karsilagtirilmasini géstermektedir.

B Calkalamali
B Statik

mg metal/g kuru bakteri agirhk

Sekil 4.5. Farklhh Bakteri Varyetelerinin Calkalamali ve Statik Kosullarda

Kadmiyum Biyosorpsiyonunun Karsilastirilmasi

Sekil 4.5.’e gore Bacillus thermoantarcticus, Anoxybacillus amylolyticus,
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ve Geobacillus toebii sub.sp.
decanicus icin statik ve calkalamali olarak elde edilen Cd biyosorpsiyonu sirasiyla;
16,75 ve 17,51; 11,85 ve 14,31; 17,25 ve 17,88; 12,6 ve 15,1 mg metal/g kuru bakteri
agirligi olarak saptandi. Bu sonuglara gore, Cd metali kullanildiginda ¢alkalamali olarak
yapilan biyosorpsiyon caligmasinin statik olarak yapilan biyosorpsiyon calismasina

nazaran daha etkili oldugu tespit edildi.
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4.6. Farkh Cd Konsantrasyonlarna Maruz Kalan Canh ve Kurutulmus Olii

Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Hiicre Membraninda Metal Biyosorpsiyonu

Tablo 4.6.”da farkli Cd konsantrasyonlarina maruz kalan canli ve kurutulmus 6lii
Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un hiicre membraninda metal biyosorpsiyonu

goriilmektedir.

Tablo 4.6. Farkh Cd Konsantrasyonlarina Maruz Kalan Canh ve Kurutulmus Olii

Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un Hiicre Membraminda Metal Biyosorpsiyonu

Membran Siipernatant Membran mg metal/g
Agirhg (mg/) (mg/) yas membran
Cd Konsantrasyonu (mg)
(mg/1)

Canl hiicre (Kontrol) 40 0 0 0
Canh Hiicre (1,83 mg/l) 28,6 0,33 0,106 3,7
Canh Hiicre (4,575 mg/1) 16,6 0,565 0,283 17,05
Canh Hiicre (7,32 mg/l) 18 0,661 0,314 17,44
Kurutulmus Olii Hiicre (Kontrol) 11 0 0 0
Kurutulmus Olii Hiicre (1,83 mg/l) 13 0,016 0,035 2,69
Kurutulmus Olii Hiicre (4,575 mg/l) 13 0,093 0,521 40
Kurutulmus Olii Hiicre (7,32 mg/l) 15 0,233 0,693 46,2

Her iki tip hiicre i¢in artan metal konsantrasyonuna bagh olarak membranda
biriken mg metal miktarinda artis oldugu goriilmektedir. Olii hiicrelerin, canl hiicrelere

nazaran membranlarinda daha fazla metal biyosorbe ettigi tespit edildi.
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4.7. XAD-4 Uzerine Tuttuklanms (immobilize Edilmis) Olii (Kurutulmus) Bakteri
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ile Agir Metal biyosorpsiyon

Calismalar:

4.7.1. XAD-4 Uzerine Tutuklanmis Olii (Kurutulmus) Bakteri Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ile Cd, Cu, Ni, Mn ve Zn’nun

Prekonsantrasyonu

Tablo 4.7.1. XAD-4 iizerine tutuklanmis Olii (kurutulmus) bakteri Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ile immobilizasyonu yontemiyle kolondan
gecirilen 250 ml’lik metal ¢ozeltisinde Cd, Cu, Ni, Mn ve Zn’nun prekonsantrasyonunu

gostermektedir.

Tablo 4.7.1. XAD-4 Uzerine Tutuklannms Olii (Kurutulmus) Bakteri Geobacillus

thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ile Cd, Cu, Ni, Mn ve Zn’nun Prekonsantrasyonu

Metal iyonlar: Soliisyonun Konsantrasyon Son Geri Alma  Konsantrasyon Kazanim

Hacmi (ml)  Limiti (ng ml™) Hacmi (ml) Faktorii (%)
Cd 250 50 2 125 100
Cu 250 20 2 125 100
Mn 250 50 2 125 100
Ni 250 20 2 125 97,5
Zn 250 20 2 125 100

Tablo 4.7.1.de goriildiigii gibi Cd, Cu, Ni, Mn ve Zn i¢in konsantrasyon faktorii
125 olarak tespit edildi. Cd, Cu, Mn ve Zn metalleri icin geri kazanim yiizdeleri % 100
olarak, Ni i¢in ise % 97,5 olarak tespit edildi.
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4.7.2. XAD-4 Uzerine Tutuklanmus Olii (Kurutulmus) Geobacillus thermoleovorans

sub.sp. stromboliensis’in Cd Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Tablo 4.7.2. XAD-4 iizerine tutuklanmis oOli (kurutulmus) Geobacillus

thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Cd tutma kapasitesini géstermektedir.

Tablo 4.7.2. XAD-4 Uzerine Tutuklanmus Olii (Kurutulmus) Geobacillus thermoleovorans

sub.sp. stromboliensis’in Cd Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Kapasite
Metal iyonu (ng g Recine
cd*™ 3800

5, 10 ve 20 mg/I’'lik konsantrasyonlarda hazirlanan 100’er mI’lik Cd ¢ozeltileri
(pH:4) 1ml dak™ akis hizinda tek tek kolondan gecirildikten ve asitle (15 ml 1M HCI)
yikandiktan sonra XAD-4 iizerine tutuklanmig Oli (kurutulmus) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Cd** tutma kapasitesi 3800 pg g'1 regine

olarak tespit edildi.
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4.7.3. XAD-4 Uzerine Tutuklanms Olii (Kurutulmus) Geobacillus thermoleovorans
sub.sp. stromboliensis ile Dogal Atik Sularda Bulunan Bazi1 Metallerin (Cd, Cu ve

Ni ) Prekonsantrasyonu

Tablo 4.7.3. XAD-4 f{izerine tutuklanmis Oli (kurutulmus) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ile dogal atik sularda bulunan bazi metallerin

(Cd, Cu ve Ni ) prekonsantrasyonunu gostermektedir.

Tablo 4.7.3. XAD-4 Uzerine Tutuklanmus Olii (Kurutulmus) Geobacillus thermoleovorans
sub.sp. stromboliensis ile Dogal Atik Sularda Bulunan Bazi1 Metallerin (Cd, Cu ve Ni )

Prekonsantrasyonu

Metal Iyonlar1 Prekonsantrasyondan Konsantrasyon Prekonsantrasyondan

Once Okunan Metal Faktorii Sonra Hesaplanan
icerigi (ng1™) Metal icerigi (ng1™)
Cd 0 100 0,375
Cu 0 35,71 20,43
Ni 0 35,71 4,542

Maden Bakir Isletmesinin, atik sularmnin akitildigt Maden Cay’indan alinan su
numunesinde Cd, Cu, Mn, Ni ve Zn elementlerinin seviyesinin belirlenmesi igin
prekonsantrasyon isleminden once Atomik Absorpsiyon Spektrofotometre’sinde 6lgiim
yapildi. Bu elementlerden Mn ve Zn seviyeleri Atomik Absorpsiyon
Spektrofotometre’sinde zaten tespit edilebildiginden sadece Cd, Cu ve Ni seviyelerini
belirmek i¢in, 500 ml’lik dogal su numunesi 1ml dak™ akis hizinda kolondan
gecirilerek prekonsantre edildi ve daha sonra, su 6rneginde bulunan Cd, Cu ve Ni
elementlerinin seviyeleri AAS’de Ol¢iim yapilarak Tablo 4.7.3.’de goriildiigi gibi
sirastyla; 0,375, 20,43 ve 4,542 pg 1! olarak tespit edildi.
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5. TARTISMA SONUC

Giliniimiizde alic1 ortamlarin  kalitesini korumak amaciyla daha etkin
standartlarin yiiriirliige girmesi ile birlikte, agir metal iceren atiksularin aritimi da 6nem
kazanmigtir. Buna bagl olarak da yiiksek verimde calisabilen ve metal gideriminde
etkili olan biyolojik aritma proseslerinin gelistirilmesi olduk¢a cazip hale gelmistir
(Alkan ve ark., 2006). Mikroorganizmalar1 kullanarak agir metallerin biyolojik
iyilestirilmesi (bioremediasyon) sadece bilimsel yenilik agisindan degil, bunun yaninda
endiistrideki potansiyel uygulanirligi acisindan da son yillarda biiyiik ilgi gdrmeye
baslamistir (Elmaci1 ve ark., 2005). Sanayilesmenin artmasi ve gelisen teknoloji ile
birlikte atiksulardaki konsantrasyonlar1 gittikce artan agir metallerin, alic1 ortamlara,
dolayistyla tiim canlilara olumsuz etkilerinin 6nlenebilmesi ve su kalite standartlarinin
saglanabilmesi icin, bu atiksularin aritima tabi tutulmalar1 gerekmektedir. Toksik madde
konsantrasyonu yiiksek olan atiksularin gesitli fiziksel ve kimyasal metotlarla aritimi
miimkiindiir. Ancak boyle bir aritim, kiiciik ve agir metal igerigi ¢ok yiiksek seviyelerde
olmayan endiistriler icin maliyetli olmaktadir. Biyolojik aritma prosesleri isletme ve
maliyet yoniinden ekonomik olmas1 sebebiyle evsel ve endiistriyel atiksularin arittminda
yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Agir metaller endiistriyel atiksularda yaygin olarak
bulunmaktadir. Metal iceren endiistriyel ve belediye atiksularinin desarji ile cevreye ve
halk sagligina olumsuz etkilerinden dolay1 metallerin aritimu ile ilgili caligmalar oldukga

onem kazanmustir (Alkan ve ark., 2006).

Bu calismada Nicolaus B. ve arkadaslar tarafindan izole edilen ve tanimlanan
termofilik karakterdeki bakterilerden Bacillus thermoantarcticus, Anoxybacillus
amylolyticus, Geobacillus toebii sub.sp. decanicus, ve Geobacillus thermoleovorans
sub.sp. stromboliensis’in Cd, Co, Cu, Mn, Ni ve Zn gibi metallere direncliligi,
biyoakiimiilasyonu ve biyosorbsiyon degerleri tespit edilerek, bu bakterilerin ¢evre

kirliligini azaltmada biyoteknolojik anlamda kullanilabilirligi test edilmistir.

Tablo 4.1’de 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda elde edilen minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIC) deney sonuglar goriilmektedir. Bu sonuglara gore

bakterileri, metal direngliligi bakimindan her bir metal icin en direnclilikten en
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duyarliliga dogru siralayacak olursak Bacillus  thermoantarcticus  igin;
Mn>Co>Cu>Ni>Zn>Cd, Anoxybacillus amylolyticus igin; Mn>Co>Zn>Ni>Cu>Cd,
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis i¢in; Mn>Ni>Cu>Co>Zn>Cd ve
Geobacillus toebii sub. sp. decanicus ic¢in; Mn>Ni>Cu>Zn>Co>Cd seklinde

siralanmaktadir.

Bu dort bakterinin 72 saatlik inkiibasyon siiresince elde edilen minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIC) deneyi sonuglarim karsilastiracak olursak o metal i¢in
en direncli ve en duyarli 6rnekler; Cd icin; en direngli Anoxybacillus amylolyticus
0,574mM (105 pg/ml), en duyarli Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis
0,049 mM (38,41 pg/ml), Co icin; en direncli Bacillus thermantarcticus 4.1mM (975
pg/ml), en duyarli Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis 0,512mM
(121,75 pg/ml), Cu i¢in; en direngli Bacillus thermantarcticus 2,05SmM (347,68 pg/ml),
en duyarli Anoxybacillus amylolyticus 0,616mM (104,47 pg/ml), Mn icin; en direngli
Bacillus thermantarcticus ve Geobacillus toebii sub sp. decanicus 22,02 mM (4355,5
pg/ml), en duyarli Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis ve Geobacillus
toebii sub sp. decanicus 11,0lmM (2177,75 pg/ml), Ni icin; en direncli Geobacillus
toebii sub sp. decanicus 3,633 mM (865 pg/ml) ve en duyarli Anoxybacillus
amylolyticus 0,915mM (217,85 pg/ml), Zn icin; en direngli Bacillus thermantarcticus
1,575 mM (215,7 pg/ml), Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis 0,21mM
(28,7 pg/ml) seklinde tespit edilmistir. Bu sonuglara gore genel anlamda en direncli
bakteri Bacillus thermantarcticus ve en duyarli bakteri Geobacillus thermoleovorans
sub.sp. stromboliensis oldugu goriilmektedir. Bu termofilik bakterilerle yapilan
calismada Cd en toksik Mn ise en az toksik metal olarak tespit edildi. Tablo 5.1.’de
Hetzer ve ark., (2006) tarafindan farkli termofilik bakterilerin Cd i¢in MIC degerlerini
belirlemisler ve bu metal icin MIC degerini >3,200 ile 80 uM arasinda oldugunu
belirlemislerdir. Bu ¢alismada kullanilan termofilik bakterilerin Cd i¢in MIC degerleri
574 ile 49 pM arasinda oldugunu belirlendi. Mezofilik mikroorganizmalarla yapilan
MIC caligsmalarinda ise Hassen ve ark., (1998a) yaptiklar1 calismada Pseudomonas
aeruginosa ve Bacillus thuringiensis bakterileri tarafindan Cd, Cu, Co ve Zn i¢in tespit
edilen MIC degerleri sirasiyla; 1,5- 1,2, 1,2- 0,5, 0,4-ND ve 1,5-ND mM; Nies, (1999)
yaptig1 calismada E. coli tarafindan Cd, Cu, Co,Zn, Ni ve Mn igin tespit edilen MIC
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degerleri sirasiyla; 0,5, 1,0, 1,0, 1,0, 1,0 ve 20,0 mM; Yilmaz (2003), agir metalle
kontamine olmus topraktan izole ettigi Bacillus EB4 varyetesinin Cu, Co, Cd, Ag, Ni,
Mn ve Zn i¢in; MIC degerlerini sirasiyla 2,5, 1,5, 2,0, 1,5, 4,0, 21 ve 20 mM ve
Ansari ve Malik, (2007), metallerle kontamine olmug topraktan izole ettikleri
Enterobacteriaceae ve Pseudomonas bakterileri tarafindan maksimum MIC degerlerini
Cd i¢in 200 pg/ml, Zn ve Cu i¢in 400 pg/ml, Ni i¢in 800 pg/ml ve Pb i¢in 1600 pg/ml
olarak tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak, bu ¢alismada elde edilen MIC degerlerini gerek
Hetzer ve ark., (2006), tarafindan termofilik mikroorganizmalar ile yapilan Cd i¢in
MIC degerleri ile gerekse de diger arastirmacilar tarafindan mezofilik
mikroorganizmalarla yapilan MIC degerleri ile kiyaslayacak olursak sonuglarin uyumlu

oldugu goriilmektedir.
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Tablo 5.1. Farkhh termofilik bakterilerin Cd icin minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIC) (Hetzer ve ark., 2006) e gore modifiye edilmistir.

Mikroorganizma Sicaklik Cd i¢in MIC
(°C) degerleri (uM)
Bacillus mycoides 25 > 3,200
B. coagulans 40 80
Brevibacillus borstelensis 40 600
Aneurinibacillus thermoaerophilus 55 80
Bacillus sp. 55 80
B. licheniformis 55 80
B. smithii 55 80
B. smithii 55 80
B. sphaericus 55 200
Brevibacillus brevis 55 80
Geobacillus stearothermophilus 55 400
G. stearothermophilus 55 600
G.. thermocatenulatus 55 600
G.. thermodenitrificans 55 400
G.. thermodenitrificans 55 80
G.. thermodenitrificans 55 80
G. thermoglucosidasius 55 600
G. thermoleovorans 55 >3,200
Anoxybacillus flavithermus 60 200
Bacillus caldolyticus 60 400
B. caldovelox 60 200
B. sphaericus 60 200
Geobacillus stearothermophilus 60 200
Bacillus thermantarcticus* 60 410
Anoxybacillus amylolyticus™ 61 574
Geobacillus toebii sub sp. decanicus 67 278
G.. thermoleovorans sub.sp. stromboliensis* 70 49

*]saretli olanlar bu ¢calismada elde edilen verilerdir
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Farkli Cd, Co, Cu ve Mn konsantrasyonlarinin sivi besiyerinde 4-24 saat
inkiibasyon siireclerinde Bacillus thermantarcticus’un iiremesi iizerine etkisi Sekil
4.2.1.1 - 4.2.1.4°de goriilmektedir. Farkli Cd, Co, Cu ve Mn konsantrasyonlarinin sivi
besiyerinde 4-24 saat inkiibasyon siireclerinde Anoxybacillus amylolyticus’un iiremesi
tizerine etkisi ise Sekil 4.2.2.1 - 4.2.2.4’de goriilmektedir. Aym1 zamanda farkli Cd, Cu,
Mn, Ni ve Zn konsantrasyonlarinin sivi besiyerinde 4-24 saat inkiibasyon siireclerinde
Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un iiremesi lizerine etkisi Sekil 4.2.3.1 - 4.2.3.5°de
goriilmektedir. Farkli Cd, Cu, Mn, Ni ve Zn konsantrasyonlarinin siv1 besiyerinde 4-24
saat inkiibasyon siireclerinde Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un liremesi iizerine

etkisi ise Sekil 4.2.4.1 - 4.2.4.5’de goriilmektedir.

24 saat inkiibasyondan sonra farklt metal konsantrasyonlarinin sivi besiyerinde
tireme {izerine etkisi, kat1 besiyerinde elde edilen MIC degerleri ile karsilastirilacak
olursa bakterilerin sivi ortamda daha duyarli olduklari tespit edildi. Hassen ve ark.,
(1998b), Yilmaz (2003), Matheickal ve Yu (1998), Hartley ve ark., (1997), ve Vodnik
ve ark., (1998) yaptiklan calismalarda bakterilerin s1vi besiyeri ortaminda kat1 besiyeri
ortamina gore metallere kargi daha duyarli olduklarim tespit etmislerdir. Hassen ve
ark., (1998b) bakterilerin siv1 kiiltiir ortaminda, kat1 kiiltiir ortamina gére 10-1000 kat
daha duyarh olduklarini belirtmislerdir. Termofilik bakterilerle yaptigimiz ¢alismada ise
s1vi besiyeri ortaminda kati besiyeri ortamina gore yaklasik 20-450 kat daha duyarh
olduklart belirlendi. Bu durum, metallerin diffuzyon ile kompleksasyonlarinin kati
ortamdaki durumundan daha farkli olusundan (Yilmaz, 2003) ve sivi ortamda
metallerin ¢oziiniirliigiiniin ve bakterilerin metallerle daha fazla etkilesim igerisinde

oluslarindan kaynaklandigin diistindiirmektedir

Metal biyoakiimiilasyonu deneyleri sonuglar1 incelenecek olursa; Bacillus
thermoantarcticus tarafindan 24 saatlik inkiibasyon sirasinda gergeklestirilen en yiiksek
biyoakiimiilasyon kapasitesi Cd, Co, Cu ve Mn igin sirasiyla; 774,8 (20. saat), 620,1
(20. saat), 604,05 (8. saat) ve 24503,07 (8. saat) pg/g kuru bakteri agirlig1 olarak tespit
edildi. Bu sonuglara gore Bacillus thermoantarcticus tarafindan biyoakiimiile edilen en
yiiksek metal kapasitesi Mn, en diisiik metal biyoakiimiilasyon kapasitesi ise Cu oldugu

belirlendi. Anoxybacillus amylolyticus tarafindan 24 saatlik inkiibasyon boyunca
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gerceklestirilen en yiiksek biyoakiimiilasyon kapasitesi Cd, Co, Cu ve Mn i¢in sirasiyla;
507,39 (20. saat), 327,3 (20. saat), 929,68 (20. saat) ve 28566 (20. saat) pg/g kuru
bakteri agirlign olarak tespit edilmisti.  Anoxybacillus amylolyticus tarafindan
gerceklestirilen en yiiksek metal biyoakiimiilasyon kapasitesi Mn ve en diisiik metal
biyoakiimiilasyon kapasitesinin ise Co oldugu tespit edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon
sirasinda Geobacillus toebii sub.sp. decanicus tarafindan gergeklestirilen metal
biyoakiimiilasyon kapasitesi Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn icin sirasiyla; 7196,2 (20. saat),
6862,1 (20. saat), 660,3 (20. saat), 36496 (24. saat) ve 17812,5 pg/g kuru bakteri agirligi
olarak tespit edildi. Bu sonuglara gore 24 saatlik inkiibasyon siiresince Geobacillus
toebii sub.sp. decanicus tarafindan gergeklestirilen en yiiksek biyoakiimiilasyon
kapasitesi Zn ve en diisiikk biyoakiimiilasyon kapasitesinin Ni oldugu belirlendi. 24
saatlik inkiibasyon siiresince Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis
tarafindan gerceklestirilen metal biyoakiimiilasyon kapasitesi Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn i¢in
sirasiyla; 1350,7 (20. saat), 771,8 (20. saat), 977,2 (20. saat), 7076 (20. saat) ve 23076,9
(24. saat) pg/g kuru bakteri agirligr oldugu belirlendi. Bu sonuglara gore 24 saatlik
inkiibasyon siiresince Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan
gerceklestirilen en yiiksek metal biyoakiimiilasyon kapasitesi Mn ve en diisiik metal

biyoakiimiilasyon kapasitesinin Ni oldugu tespit edildi.

Cd igin bu dort bakteri varyeteleri igerisinden en yiiksek biyoakiimiilasyon
kapasitesi (7196,2 pg/g kuru bakteri agirhg) Geobacillus toebii sub.sp. decanicus
tarafindan ve en diisiik biyoakiimiilasyon kapasitesi (507,39 pg/g kuru bakteri agirligi)
Anoxybacillus amylolyticus tarafindan gerceklestigi belirlendi. Cu i¢in bu dort bakteri
varyeteleri igerisinden en yiiksek biyoakiimiilasyon kapasitesi (6862,1 pg/g kuru bakteri
agirligl) Geobacillus toebii sub.sp. decanicus tarafindan ve en diisiik biyoakiimiilasyon
kapasitesi (604,05 pg/g kuru bakteri agirligi) Bacillus thermoantarcticus tarafindan
gerceklestigi belirlendi. Mn i¢in bu dort bakteri varyeteleri arasindan en yiiksek
biyoakiimiilasyon kapasitesi (28566 pug/g kuru bakteri agirligl) Anoxybacillus
amylolyticus tarafindan ve en diisiik biyoakiimiilasyon kapasitesi (17812,5 pg/g kuru
bakteri agirhigl) Geobacillus toebii sub.sp. decanicus tarafindan gerceklestigi bulundu.
Co i¢in en yiiksek biyoakiimiilasyon kapasitesi (620,1 pg/g kuru bakteri agirligi)

Bacillus thermoantarcticus tarafindan ve en diisiik biyoakiimiilasyon kapasitesi (327,3



146

pg/g kuru bakteri agirhig) Anoxybacillus amylolyticus tarafindan gerceklestigi
belirlendi. Ni icin en yiiksek biyoakiimiilasyon kapasitesi (977,2 pg/g kuru bakteri
agirhi@) Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan ve en diisiik
biyoakiimiilasyon kapasitesi (660,3 png/g kuru bakteri agirligl) Geobacillus toebii sub.sp.
decanicus tarafindan gergeklestigi belirlendi. Zn icin en yiiksek biyoakiimiilasyon
kapasitesi (36496 pg/g kuru bakteri agirhigl) Geobacillus toebii sub.sp. decanicus ve en
diisiik biyoakiimiilasyon kapasitesi (7076 pg/g kuru bakteri agirhigl) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan gerceklestigi belirlendi. Bu sonuglara
gore, en yiliksek metal biyoakiimiilasyonu Geobacillus toebii sub.sp. decanicus
tarafindan Zn akiimiilasyonunda (36496 pg/g kuru bakteri agirligl) gerceklestigi ve en
diisiik metal biyoakiimiilasyon kapasitesi Anoxybacillus amylolyticus tarafindan Co

biyoakiimiilasyonunda (327,3 pg/g kuru bakteri agirligi) gerceklestigi belirlendi.

Hassen ve ark., (1998a), yaptiklar1i calismada Pseudomonas aeruginosa
tarafindan 36 saatlik inkiibasyondan sonra Cd ve Cu i¢in sirasiyla biyoakiimiilasyon
kapasitesini sirasiyla; 6 ve 1,8 pg/mg kuru agirlik olarak tespit etmislerdir. Bacillus
thuringiensis tarafindan Cd ve Cu biyoakiimiilasyon kapasitesini sirasiyla; 5,4 ve 7,3
pg/mg kuru agirlik olarak tespit etmislerdir. Haq ve ark., (1999), yaptiklar ¢alismada
endiistriyel atik sulardan izole ettikleri Enterobacter cloacae CMCB-Cd1, Klebsiella
spp. CMBL-Cd2 ve Klebsiella spp. CMBL-Cd3 tarafindan 24 saatlik inkiibsyondan
sonra Cd alimmim sirasiyla; 220, 110 ve 110 pg/ml olarak belirlemislerdir. Termofilik
Geobacillus toebii sub.sp. decanicus tarafindan gerceklestirilen Cd biyoakiimiilasyon
kapasitesinin mezofilik Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus thuringiensis‘den
sirasiyla; 1199 ve 1332 kat daha fazla oldugu ve Enterobacter cloacae CMCB-Cdl,
Klebsiella spp. CMBL-Cd2 ve Klebsiella spp. CMBL-Cd3’den sirasiyla; 32,71, 16,3 ve
16,3 kat daha fazla oldugu belirlendi. Termofilik Geobacillus toebii sub.sp. decanicus
bakteri tarafindan gerceklestirilen Cu biyoakiimiilasyon kapasitesinin mezofilik
Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus thuringiensis‘den sirasiyla; 3812,2 ve 940 kat
daha fazla oldugu tespit edildi. Hernandez ve ark., (1998), yaptiklar1 calismada petrol
rafinerisi topragindan izole ettikleri Enterobacter cloacae CNB60 tarafindan 100
mg/I’lik Ni konsantrasyonunda Ni biyoakiimiilasyon kapasitesini 6,9 mg/g olarak

bulmuglardir. Magyarosy ve ark., (2002), yaptiklar1 calismada metalle kontamine



147

olmus topraktan izole ettikleri Aspergillus niger tarafindan 381 mg/I'lik Ni
konsantrasyonunda 4 giinliik inkiibasyondan sonra Ni biyoakiimiilasyon kapasitesini
23,5 mg/g olarak belirlemislerdir. Termofilik Geobacillus thermoleovorans sub.sp.
stromboliensis tarafindan gerceklestirilen Ni biyoakiimiilasyon kapasitesinin mezofilik
Enterobacter cloacae CNB60 ‘den 1,4 kat daha fazla oldugu ve Aspergillus niger
tarafindan biyoakiimiile edilen Ni kapasitesinden 23,7 kat daha az oldugu tespit edildi.
Yilmaz (2005) yaptig1 calismada Bacillus sp. varyete EB1 tarafindan Mn, Zn, Cu, Ni ve
Co i¢in biyoakiimiilasyon kapasitesini sirasiyla; 25, 22, 20, 13 ve 12 mg/l olarak tespit
etmistir. Bu calismada elde edilen Mn, Zn, Cu, Ni ve Co en yiiksek biyoakiilasyon
kapasitelerini mezofilik Bacillus sp. varyete EB1 ile karsilastirtlirsa; Mn ve Zn igin
sirasiyla; 1,1 ve 1,6 kat daha fazla oldugu, Cu, Ni ve Co igin sirasiyla; 2,9, 13,3 ve 19,3
kat daha az oldugu tespit edildi.

Hetzer ve ark., (2006) termofilik ve gram pozitif bakteriler olan Geobacillus
stearothermophilus ve G. thermocatenulatus tiirlerinin hiicre duvart igindeki ve
iizerindeki fonksiyonel gruplar tarafindan Cd** kompleksasyonunu karakterize etmek
amaciyla daha ileri diizeyde elektroforetik mobilite, potentiometrik titrasyonu ve Cd**
adsorbisyonu deneyleri i¢in se¢mislerdir ve yaptiklar ¢alismada sonug olarak, mezofilik
bakteriler i¢in onceki raporlarla kiyaslandiginda burada arastirilan her iki termofilik
varyeteler icin kadmiyum biyosorpsiyonuna farkli bir fonksiyonel grup tiiriiniin dahil

edilebilecegini gosterdigini rapor etmislerdir.

Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki, kullanilan mikroorganizmanin hiicre tipi
ve icerdigi temel bilesenler metal adsorbsiyon mekanizmasi belirlemektedir. Canli
hiicrelerle yapilan agir metal calismalarinda, hiicre membranindan karsilikli taginim,
hiicre duvarlarinda biyosorpsiyon ve hiicre dis1 kapsiillerle tutulma, ¢okelme, kompleks
olusumu ve oksidasyon-rediiksiyon mekanizmalarinin da igerisinde bulundugu bir dizi
mekanizmayla reaksiyon verirler (Donmez ve Aksu 2001).

Yaptigimiz calisma Cd, Co, Cu, Ni, Mn ve Zn metallerinin ¢alisilan bakteriler
tarafindan biyoakiimiilasyon kapasitelerinin gelisim dongiisiiniin farkli evrelerinde
degiskenlik gosterdigini ve maksimum kapasitenin ise genel anlamda duragan fazin

sonunda (20. saatte) gerceklestigi tespit edildi. Literatiire bakildiginda, Maceskie ve
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Dean (1984), ve Volesky ve ark., (1993), yaptiklar1 ¢calismalarda mikrobiyal hiicrelerin
metal biyoakiimiilasyon kapasitelerinin gelisim fazlarimin farkli  d6nemlerine
degiskenlik gosterdigini rapor etmislerdir. Ayni sekilde Yilmaz (2003), yaptigi
calismada Mn, Zn, Cu, Ni ve Co’in metal tolerant bakteri Bacillus circulans ik EB1
tarafindan metal biyoakiimiilasyon kapasitelerinin gelisim fazlarinin farkli donemlerine
degiskenlik gosterdigini saptamisti. Bu veriler elde ettigimiz sonuglarla benzerlik

gostermektedir.

24 saatlik iireme siirecinde, bakteriler tarafindan metal biyoakiimiilasyonunun
degiskenlik gostermesi, alimin aktif mekanizma ile kontrol edildigini aym1 zamanda
hiicrelerin canli ve aktif bir metabolizmaya sahip olduklar icin metal aliminda,
direnclilik ile alim mekanizmalarinin birlikte rol aldigimi diislindiirmektedir. Ayrica,
calisilan bu bakteri hiicrelerinin metallerle etkilesime girecegi zaman ya stoplazmik
membranda bazi komformasyonel degisiklikler yaparak, iyonlara karsi hiicrelerini
giderek gecirgen olmayan duruma getirebilirler ya da gelistirdikleri tamima
mekanizmalaryla, zararli divalent katyonlar1 hiicre i¢in gerekli olanlardan ayirarak
(Mn+2, Ca+2, Mg+2) zararlt metallerin hiicre igerisine bu kanallarla sizmasim onleme
yoluyla sagliyor olabilirler (Kondo ve ark., 1974). Yaptigimiz biyoakiimiilasyon
calismasinda da Zn ve Mn biyoakiimiilasyonunun Cd, Ni ve Cu’a kiyasla daha fazla
oldugunu tespit ettik. Ayrica, Cd, Co, Cu ve Ni aliminin diisiik olmasi muhtemel disar
atim sistemlerini akla getirmektedir. Ornegin; Cd** iyonlarimin disari atimindan sorumlu

olan ve daha once Bacillus’larda varligi tespit edilen CadA P-tipi ATPaz da oldugu gibi.

Bakteriler tarafindan sentezlenen ekstraselliiler polisakkaritler ayni zamanda
cesitli katyonlarin toksisitesine karsi direncte de gorev alir. Bu tarz bakteriler genis
cesitlilikteki metalleri akiimiile etme egilimindedir (Srinath ve ark. 2002).
Ekzopolisakkaritler ile metal katyonlar1 arasindaki etkilesimden, ekzopolisakkaritlerin
yapisinda yer alan asitik fonksiyonel gruplar sorumludur. (iyer ve ark., 2005). Bu
ekzopolisakkaritlerin iireme periyodu ile sentezinin degisebilecegi ve bunun
biyoakiimiilasyonu etkileyebilecegi zannedilmektedir. Arastirmacilarin belirttigi bu

mekanizmanin, yaptigimiz calismada da gérev almis olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Bu calismada ayrica, kurutulmus 6lii Bacillus thermoantarcticus, Anoxybacillus
amylolyticus, Geobacillus toebii sub. sp. decanicus ve Geobacillus thermoleovorans
sub.sp. stromboliensis hiicrelerinin iizerine metal iyonlarinin biyosorpsiyonu icin pH,
sicaklik, baslangic metal iyon konsantrasyonu, biyokiitle miktari, zaman ve calkalama

hiz1 gibi faktorlerin etkileri arastirildi.

Bacillus thermoantarcticus ve Anoxybacillus amylolyticus tarafindan Cd, Cu, Co
ve Mn biyosorpsiyonu ve Geobacillus toebii sub. sp. decanicus ve Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn
biyosorpsiyonu iizerine farkli pH degerlerinin (2,0-10,0) etkisi belirlendi. Bacillus
thermoantarcticus, tarafindan farkli pH degerlerinin (2,0-10,0) Cd, Cu, Co ve Mn
biyosorpsiyonu  iizerine etkisi Tablo 4.3.1.°de  goriilmektedir.  Bacillus
thermoantarcticus’un optimum biyosorpsiyon pH degerleri Cd, Cu, Co ve Mn igin
sirasiyla 4,0, 4,0, 5,0 ve 6,0 oldugu tespit edildi. Farkli pH degerlerinin (2,0-10,0)
Anoxybacillus amylolyticus tarafindan Cd, Cu, Co ve Mn biyosorpsiyonu iizerine etkisi
Tablo 4.3.3.’de goriilmektedir. Buna gore optimum biyosorpsiyon pH degerleri Cd, Cu,
Co ve Mn i¢in sirasiyla; 5,0, 4,0, 5,0 ve 6,0 oldugu belirlendi. Tablo 4.3.5.’de farkli pH
degerlerinin Geobacillus toebii sub.sp.decanicus’un metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi
goriilmektedir. Buna gore optimum biyosorpsiyon pH degerleri Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn
icin sirasiyla 6,0, 4,0, 4,0, 5,0 ve 6,0 bulundu. Tablo 4.3.7.’de farkli pH degerlerinin
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in metal biyosorpsiyonu iizerine
etkisi goriilmektedir. Buna gore optimum biyosorpsiyon pH degerleri Cd, Cu, Ni, Zn 4,0
ve Mn igin 5,0 belirlendi. Sonu¢ olarak bu termofilik mikroorganizmalarla yapilan
biyosorpsiyon caligmasinda optimum pH degerlerini 4,0-6,0 araliginda oldugu tespit
edildi. Bircok arastirmaci, mezofilik bakteri, mikrofungus ve alglerin yer aldigi
mikroorganizmalarla ilgili ¢alismalarda benzer sonuglar elde etmislerdir. Leung ve
ark., (2000), hem Gram pozitif (Micrococcus) hem de Gram negatif (Pseudomanas)
bakterileri ile bes farkli agir metal i¢in (Cu, Ni, Zn, Pb ve Cr) bu bakterilerin
biyosorpsiyon kapasitesinin optimum pH:5,0 oldugunu belirlemislerdir. Al-Garni,
(2005), hem kapsiilsiiz (Citrobacter freundii) hem de kapsiillii (Klebsiella pneumoniae)
bakterilerin kursun biyosorpsiyonunu karakterize etmistir ve test edilen iki bakterinin

optimum kurgun biyosorpsiyon pH’sim1 4,0 olarak tespit etmistir. Elmaci1 ve ark.,



150

(2005), yaygin olarak kullanilan 3 alg tiiriiniin (Chara sp., Cladophora sp. ve Chlorella
sp.) Zn(Il), Cd(Il), Co(Il) agir metallerinin biyosorpsiyonu i¢in en iyi giderimin
saglandigr optimum pH Cladaphora sp. ile yapilan ¢alismada Cd(II), Zn(Il) ve Co(Il)
icin sirastyla; 6,0, 5,0 ve 5,0; Chara sp. ile yapilan ¢calismada 6,0, 5,0 ve 6,0; Chlorella
sp. ile yiiriitiilen ¢calismada 5,0, 6,0 ve 5,0 olarak belirlemislerdir. Ianis ve ark., (2006),
Penicillum cyclopium canl hiicreleri ile Cu biyosorpsiyonu calismis ve optimum pH’y1
4,5 olarak bulmuslardir. Cabuk ve ark., (2007) Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin
Cu(II) iyonu giderim yetenekleri tizerine pH’ nin etkisini ¢alismislar ve optimum pH’y1
5,0 olarak belirlemislerdir. ElImaci ve ark., (2007), olii alg hiicrelerinden Chara sp. ve
Cladophora sp. kullanalarak Cu*?, Cr™, Ni*’, Pb'®nin sulu c¢ozeltilerinden
biyosorpsiyonu icin, optimum pH degerlerini Cladophora sp. igin; sirasiyla 6,0, 7,0,
7,0 ve 3,0, Chara sp. i¢in; 5,0, 3,0, 5,0 ve 4,0 olarak tespit etmiglerdir.

Degisik mikroorganizmalar tarafindan biyosorpsiyon verimliliginde pH’ nin ¢ok
onemli bir faktor oldugunu rapor edilmistir. Metal-mikroorganizma etkilesimlerinde
ortamin pH degeri, metalin formunu ve hiicrede bulunan, metal ilgisine sahip olan
fonksiyonel gruplari, hiicre yiizeyi ve hiicre duvarn1 kimyasinin negatif agin1 6nemli
derecede etkilemesi nedeniyle biyosorpsiyon siire¢lerinde Onemli bir parametredir
(Zouboulis ve ark., 2004; Cabuk ve ark., 2007). Diisiik asidik pH degerlerinin metal
adsorpsiyonu icin daha uygun oldugu goriilmektedir (Aslan ve ark., 2007). Diisiik pH
degerlerinde, baglanma bolgeleri icin asit hidroliz iiriinleri ile metal katyonlar
arasindaki yarigmadan dolayr metal adsorpsiyonunun diismesi oldukga ilgingtir (Green-
Ruiz ve ark., 2008). Yiiksek soliisyon pH’sinda, metal bilesiklerin c¢oziiniirligi
cokelmeye neden olacak bir sekilde azalir ve bu durum sorpsiyon islemlerini
zorlagtirabilir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008). Metal aliminin pH’a bagli olmasi
sorpsiyon ortaminin yiizeyindeki protonlar ve metal katyonlari arasindaki rekabetle
ilgilidir. Hiicre yiizeyleriyle metal arasindaki bu farkli kimyasal etkilesmeler sonucunda
metal iyonlar i¢in ¢esitli pH’larda farkli tutma kapasiteleri olabilmektedir. Metal alimi
ve pH arasindaki iligki bakteriyel hiicre duvarindaki gesitli fonksiyonel gruplara bagl
olarak degismektedir. Adsorpsiyon ortaminin pH’s1 metal iyonlarinin mikroorganizma
yiizeyine adsorpsiyonunu etkileyen en Onemli parametredir (Green-Ruiz ve ark.,

2008). Farkli pH’larda farkli adsorpsiyon hizlarinin elde edilmesi metal iyonlan ile
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biyokiitle arasindaki kimyasal etkilesimin bir sonucudur. Diisiik pH’larda hiicre yiizey
yiikii pozitiftir ve H3;O" iyonlar1 hiicreye baglanmak i¢in pozitif metal katyonlar1 ile
yarigtiklarindan hizi azaltict etki gosterirler. Karboksil, fosfat, imidazol ve amino
gruplart gibi ligandlarin iyonik hali metal katyonlarinin biyokiitleye baglanmasini

hizlandirir (Aslan ve ark., 2007).

Bacillus thermoantarcticus ve Anoxybacillus amylolyticus tarafindan Cd, Cu, Co
ve Mn biyosorpsiyonu ve Geobacillus toebii sub. sp. decanicus ve Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn
biyosorpsiyonu iizerine farkli sicaklik degerlerinin (30-80 °C) etkisi belirlendi. Tablo
4.3.2.°de farkli sicaklik degerlerinin Bacillus thermantarcticus’un metal biyosorpsiyonu
tizerine etkisi goriilmektedir. Tablo 4.3.2° ye gore Cd, Cu, Co ve Mn icin optimum
biyosorpsiyon sicaklik degeri bakterinin optimum iireme sicakligi olan 60 °C oldugunu
belirlendi. 30-80 °C sicaklik arasinda metal biyosorpsiyonunda 6nemli bir degisimin
olmadigini belirlendi. Buna sonuglara gore Cd i¢in sirasiyla; 17,52 ve 17,71, Cu i¢in
sirasiyla; 9,42 ve 8,32, Co igin sirasiyla; 6,40 ve 6,15 ve Mn icin sirastyla 10,15 ve
10,53 mg metal/g kuru agirlik olarak tespit edildi. Anoxybacillus amylolyticus’un metal
biyosorpsiyonu iizerine farkli sicaklik degerlerinin etkisi Tablo 4.3.4.’de goriilmektedir.
Tablo 4.3.4.’e gore Cd, Cu, Co ve Mn i¢in optimum biyosorpsiyon sicaklik degeri
bakterinin optimum iireme sicakligi olan 60 °C oldugunu tespit edildi. 30-80 °C sicaklik
arasinda metal biyosorpsiyonunda onemli bir degisimin olmadigimi belirlendi. Buna
gore Cd icin sirastyla; 14,22 ve 14,13, Cu i¢in sirastyla; 7,25 ve 7,12, Co icin sirasiyla;
5,42 ve 5,43 Mn igin sirasiyla 5,32 ve 5 mg metal/g kuru agirlik olarak tespit edildi.
Tablo 4.3.6.°da farkli sicaklik degerlerinin Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un
metal biyosorpsiyonu iizerine etkisi goriilmektedir. Buna gore Cd, Ni, ve Mn i¢in
optimum biyosorpsiyon sicaklik degeri 70 °C oldugu Cu ve Zn igin ise sirasiyla; 60 ve
80 °C oldugu bulundu. 30-80 °C sicaklik arasinda metal biyosorpsiyonunda 6nemli bir
degisimin olmadiginm belirlendi. Bu sonuglara gore Cd igin sirasiyla; 14,48 ve 15,65, Cu
icin swrastyla; 7,77 ve 7,70, Ni igin sirasiyla; 5,85 ve 6,05, Zn i¢in sirasiyla; 9 ve 12,68
ve Mn icin sirasiyla; 6,17 ve 6,75 mg metal/g kuru agirlik oldugunu belirlendi. Tablo
4.3.8.°de Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in metal biyosorpsiyonu

tizerine farkli sicaklik degerlerinin etkisi goriilmektedir. Tablo 4.3.8."e gore Cd, Ni, Zn
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ve Mn i¢in optimum biyosorpsiyon sicaklik degerinin 70 °C oldugu, Cu i¢in ise 60 °C
oldugu bulundu. 30-80 °C sicaklik arasinda metal biyosorpsiyonunda 6nemli bir
degisimin olmadiginm belirlendi. Bu sonuglara gore Cd igin sirasiyla; 17,66 ve 16,82, Cu
icin sirastyla; 14,47 ve 14,54, Ni i¢in sirastyla; 9,55 ve 11,57, Zn i¢in sirasiyla; 12,72 ve
15,67 ve Mn i¢in sirasiyla; 11,11 ve 12,32 mg metal/g kuru agirlik olarak tespit edildi.
Bu sonuclar, bu calismada kullanilan termofilik bakterilerin normal yiiksek olmayan

sicakliklarda biyosorpsiyon ¢alismalarinda kullanilabilirligini gostermektedir.

Mikrobiyal hiicrelerle metal biyosorpsiyonunda gerceklesen enerjiye bagl
mekanizmalardan dolay1 adsorpsiyon ortaminin sicakligi onemlidir. Bazi endotermik
adsorpsiyonlardan bahsedilmis olsa da cogu adsorpsiyon islemleri egzotermik
siireglerdir. Diisiik sicakliklardan baslayarak sicakligin artirilmasi ile biyosorbent
yiizeyindeki porlarin genislemesiyle biyosorpsiyon hizi artmaktadir (Aslan ve ark.,
2007). Sicaklik biyosorbent ile metal iyonlar1 arasindaki iliskiyi etkiler ve bunu
genellikle soliisyondaki metal iyonlarinin stabilitesini, metal-sorbent kompleksinin
stabilitesini ve hiicre duvarmin kimyasal birimlerinin iyonizasyonunu etkileyerek
gerceklestirir (Mack ve ark., 2007). Sicakligin metal biyosorpsiyonunda soliisyonun
pH’sindan daha az etkili oldugu tespit edildi. Sicakligin 60 °C’ye kadar yiikselmesi
termofillerin sorpsiyon kapasitesinde biraz artirmistir. Calisilan termofilik bakteriler
tarafindan optimum metal uzaklaginm sicaklin 60 °C olan optimum iireme
sicakliklarina yakin olmasi ilgingtir. Mezofilik bakteriler i¢in, adsorpsiyon reaksiyon
sicakliginin belli bir dereceye kadar artmasiyla artabilir, belli bir sicakliktan sonra
adsorpsiyon diiser (Sahin and Oztiirk, 2005; Burnett et al., 2006; Oztiirk,
2007;Green-Ruiz ve ark., 2008).

Anoxybacillus ~ flavithermus, Geobacillus thermocatenulatus and G
stearothermophilus gibi termofilik bakterilerin hiicre duvar1 kompozisyonlart mezofilik
bakterilerden farklilik ihtiva eder ve boylece onlarin hiicre duvarlan iizerinde ve
icerisinde farkli kimyasal reaktif fonksiyonel gruplar bulundurur (Burnett et al., 2006;
Hetzer et al.,, 2006). Burnett ve ark. (2006), ozellikle bakteriler icin 30-75 °C
arasindaki  sicaklik degerlerinde protonasyon davranisi ve boOylece metal

adsorpsiyonunun degisebilecegini ileri siirmelerine ragmen, bu caligsma, yiiksek sicaklik
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(30-80 °C) etkisinin termofilik bakterilerde metal biyosorpsiyonu {iizerine olan ilk
calismadir ve test edilen en yiiksek sicaklik ile en diisiik sicaklik arasinda Onemli

degisim olmadig tespit edildi.

Bacillus thermoantarcticus ve Anoxybacillus amylolyticus tarafindan Cd, Cu,
Co ve Mn biyosorpsiyonu ve Geobacillus toebii sub. sp. decanicus ve Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn

biyosorpsiyonu iizerine farkli metal konsantrasyonlarinin (10-300 mg/1) etkisi incelendi.

Sekil 4.3.1.’de farkli agir metal (Cd, Cu, Co ve Mn) konsantrasyonlarinin
Bacillus thermoantarcticus’un metal biyosorpsiyonu tiizerine etkisi goriilmektedir.
Sekilden anlasilacag1 {iizere baslangic metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300
mg/l’ye yiikselmesiyle Bacillus thermoantarcticus tarafindan biyosorbe edilen Cd
miktar1 3,87°den 33,16 mg/g kuru agirhik’a yiikselirken uzaklastirilan metal yiizdesi %
97,26’dan % 29,6’ya azaldigi belirlendi. Baslangi¢ metal konsantrasyonunun 10
mg/I’den 300 mg/l’ye yiikselmesiyle Bacillus thermoantarcticus tarafindan biyosorbe
edilen Cu miktar1 2,16’dan 20,3 mg/g kuru agirlik’a yiikselirken uzaklastirilan metal
yiizdesi % 54,21’den % 17,17°ye azaldigi tespit edildi. Baslangic metal
konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300 mg/l’ye yiikselmesiyle Bacillus thermoantarcticus
tarafindan biyosorbe edilen Co miktar1 3,28’den 11,42 mg/g kuru agirlik’a yiikselirken
uzaklastirilan metal yiizdesi % 75,37°den % 9,37’ye azaldig tespit edildi. Baslangi¢
metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300 mg/l’ye yiikselmesiyle Bacillus
thermoantarcticus tarafindan biyosorbe edilen Mn miktart 3’den 21,75 mg/ g kuru
agirlik’a yiikselirken uzaklastirilan metal ylizdesi % 76,42°’den % 18,42’ye azaldigi
tespit edildi. Baslangic metal konsantrasyonunun 10 mg/I’den 300 mg/l’ye

yiikselmesiyle benzer sonuglar diger ii¢ bakteri varyetesinde de belirlendi.

Sag ve Kutsal, (2000), Ozdemir ve ark., (2003), Al-Garni (2005), Sahin ve
Oztiirk, (2005), Han ve ark., (2006), Parvathi ve ark., (2007) ve Cabuk ve ark.,
(2007), yaptiklar biyosorpsiyon calismalarinda benzer sonuglar bularak artan baslangic
metal konsantrasyonuna bagli olarak biyosorpsiyon kapasitesinin (mg metal g kuru

bakteri agirligl) arttigim tespit etmiglerdir. Yiiksek baslangi¢c metal konsantrasyonlari,
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yiiksek metal alinimina neden olarak biyosorpsiyon iizerine etkiye sahip oldugu goriiliir
(Vijayaraghavan ve Yun, 2008). Bunun nedeni muhtemelen bakteri hiicre yiizeyindeki
baglanma bolgeleri ve metal iyonlar arasindaki elektrostatik etkilesimlerin arttig1 iddia
edilmektedir (Al-Garni, 2005). Bununla birlikte, artan baslangic metal
konsantrasyonuna bagli olarak biyosorbe edilen metal yiizdesinde bir azalmanin oldugu
bilinmektedir. Materyal Metod’da belirtilen formiilde bakteri tarafindan biyosorbe
metal miktar1 (mg metal/g kuru bakteri) siipernatant iizerinden hesaplanarak belirlendi.
Bunun dogrulugunu tayin etmek i¢in optimum kosullarda Cd ve Mn biyosorpsiyon
calismalarinda hem siipernatant hem de direkt bakteri peleti ¢Oziiniirlestirilerek
biyosorbe edilen metal miktar1 belirlendi (Sekil 3.4.). Bu sonuglara goére Cd icin
Materyal ve Metod’da belirtilen formiile ve hiicre pelet sonuglarim Bacillus
thermantarcticus icin sirastyla; 17,75 ve 18,1 mg metal/g kuru agirlik ve Anoxybacillus
amylolyticus icin sirasiyla; 12,15 ve 13,75 mg metal/g kuru agirlik olarak birbirleriyle

ortiistiigii belirlendi.

Bacillus thermoantarcticus ve Anoxybacillus amylolyticus tarafindan Cd, Cu, Co
ve Mn biyosorpsiyonu ve Geobacillus toebii sub. sp. decanicus ve Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn
biyosorpsiyonu iizerine kurutulmus oOlii biyokiitle miktarimin (0,25-10 g/1) etkisi

incelendi.

Sekil 4.3.2.°de Bacillus thermoantarcticus’un farklt biyokiitlelerinin metal
biyosorpsiyonu {iizerine etkisi goriilmektedir. Biyokiitle miktar1 0,25’den 10 g/I’ye
arttinldiginda Bacillus thermoantarcticus tarafindan biyosorbe edilen Cd miktar
35,25’den 4,54 mg/g kuru agirlik’a diiserken uzaklastirilan metal yiizdesi % 17,78 den
% 91,79’a arttig1 belirlendi. Biyokiitle miktar1 0,25’den 10 g/l’ye arttirildiginda Bacillus
thermoantarcticus tarafindan biyosorbe edilen Co miktar1 24,8’den 3,61 mg/g kuru
agirlik’a diiserken uzaklastirilan metal yiizdesi % 12,36’dan % 72,22’e arttig1 tespit
edildi. Biyokiitle miktar1 0,25°den 10 g/I'ye arttirlldiginda Bacillus thermoantarcticus
tarafindan biyosorbe edilen Cu miktar1 19,95’den 3,08 mg/g kuru agirhik’a diiserken
uzaklagtirilan metal yiizdesi % 10,71°den % 66,34°e arttig1 belirlendi. Biyokiitle miktar
0,25’den 10 g/I’'ye arttirlldiginda Bacillus thermoantarcticus tarafindan biyosorbe edilen

Mn miktart 19,5’den 4,14 mg/g kuru agirlik’a diiserken uzaklastirilan metal yiizdesi %
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10,02’den % 85,33’e arttig1 belirlendi. Biyokiitle miktarn1 0,25’den 10 g/I'ye

arttinldiginda benzer sonuglar diger ii¢ bakteri varyetesinde de belirlendi.

Al-Garni, (2005), Tawfik ve ark., (2005), Han ve ark., (2006), Ianis ve ark.,
(2006) ve Parvathi ve ark., (2007), yaptiklar1 biyosorpsiyon calismasinda artan
biyosorbent miktarina bagh olarak uzaklastilan metal miktariin arttigin1 fakat g
mikroorganizma basina diisen mg metalin azaldigin1 belirtmislerdir. Pek¢ok oOrnekte,
diisiik biyosorbent miktar1 yiiksek alim ve diisiik yiizde uzaklastirma etkinligi meydana
getirmistir. Biyokiitle konsantrasyonundaki bir artis biyosorbe olmus metalin miktarini
arttirir. Bunun sebebi artan biyosorbente bagli olarak baglanma bdlge sayilarinin
artisidir (Burnett ve ark., 2006; Han ve ark. 2006). Diger bir taraftan biyosorbentin
birim agirligl basina biyosorbe edilen metalin miktari, biyosorbent miktarinin artis1 ile
azalir ki bu durum cesitli faktorlerin karmasik etkilesimlerinden dolay1 olabilir. Ayrica,
artan biyosorbent miktarindan dolay1 baglanma bolgelerinin arasindaki etkilesim, diisiik

alimima neden olacagi icin etkili olmayabilir. (Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Bacillus thermoantarcticus ve Anoxybacillus amylolyticus tarafindan Cd, Cu, Co
ve Mn biyosorpsiyonu ve Geobacillus toebii sub. sp. decanicus ve Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tarafindan Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn
biyosorpsiyonu iizerine zamanin (15-120 dakika) etkisi incelendi. Sekil 4.3.3., Sekil
4.3.6., Sekil 4.3.9. ve Sekil 4.3.12. incelendiginde Geobacillus toebii sub.sp. decanicus
tarafindan Cd biyosorpsiyonu hari¢ artan zamana bagli olarak g bakteri basina diisen mg
metal miktarinda 15. dakikadan sonra ¢ok fazla bir artisin olmadigi bulunmustur.
Ornegin; Bacillus thermoantarcticus ve Anoxybacillus amylolyticus tarafindan 120
dakikalik etkilesim boyunca biyosorbe edilen Cd’un sirasiyla; % 97,36 ve 95,3 iinii ilk
15 dakikada tuttugu tespit edildi.

Rho ve Kim, (2002), metal adsorbisyon reaksiyonlarinin oldukca hizli, pH’ya
bagimli ve kiiltiir yagindan bagimsiz oldugunu tespit etmisler ve bu durumu agir metal
iyonlar ile hiicre duvari komponentleri arasindaki fizikokimyasal reaksiyonlar ile
olabilecegini diisiinmiislerdir. Ianis ve ark. (2006), Penicillum cyclopium canh

hiicreleri ile Cu’1n biyosorpsiyonu ¢alismislar ve. P. cyclopium tarafindan alinan toplam
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Cu iyonlarmin biiyiikk bir c¢ogunlugu ilk 5 dakika icerisinde hiicre yiizeyinde
biriktirildigini bulmuslardir (% 75). Geriye kalan % 25°lik kisim sonraki 50 dakika
icerisinde hiicreye baglandigini tespit etmislerdir. Cabuk ve ark.(2007) endiistriyel
olarak alkol tiretiminde aktif olarak kullanilan Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin
Cu(I) iyonu giderim yetenekleri test etmisler ve en yiiksek Cu(Il) biyosorpsiyon
kapasitesine (58,8 mg/g) pH 5,0 degerinde, 5 dakika gibi kisa bir siirede ve 200 mg/1

baslangi¢ Cu(Il) iyon konsantrasyon degerinde ulagsmislardir.

Olii kurutulmus hiicreler tarafindan metal uzaklastirilmasinda zamanin etkisi
onemlidir. Literatiire gore Olii hiicreler tarafindan mezofilik organizmalarda metal
iyonlarinin adsorpsiyonu metabolizmadan bagimsiz hiicre duvarina pasif baglanmayla
5-15 dakika icerisinde gerceklesir (Sahin and Oztiirk, 2005). Baglanma bolgelerine
metal soliisyonlarindaki metallerin transferinde c¢esitli asamalardan bahsedilmistir. En
onemlisi ve en hizli olam1 birka¢ dakika igerisinde biyokiitle hiicre duvarina metal
iyonlarinin biitiiniiyle transferinin gerceklestigi birinci fazdir. Bu durumun nedeni yatay
akiskan hareket ve calkalamadan dolayidir (Weber, 1985; Gadd, 1988; Al-Garni,
2005). Bacillus thermoantarcticus, Anoxybacillus amylolyticus, Geobacillus toebii sub.
sp. decanicus ve Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis termofilik
bakterileri ile metal biyosorpsiyonu iizerine zamanin (15-120 dakika) etkisi mezofilik
bakterilerle yapilan caligmalara benzerlik gosterdigini ve zaman tasarrufu agisindan

avantaj sagladig tespit edildi.

Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces gibi bakteri siniflar1 iyi metal biyosorbent
olduklar1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Saglam ve Cihangir, 1995). Tablo 5.2’de
farkli bakteriler ve bu calismada kullanmlan bakteriler tarafindan c¢esitli agir metallerin
biyosorpsiyon kapasiteleri goriilmektedir. Bu sonuglara goére; bu ¢alismada kullanilan
termofilik karakterdeki bakteri varyetelerinin metallerle kontamine olmus atik sularin

iyilestirilmesinde biyoteknolojik anlamda 6nemli bir potansiyele sahip olabilir.



157

Tablo 5.2. Farkh Bakteriler Tarafindan Cesitli Agir Metallerin Biyosorpsiyonu
(Ahluwalia ve Goyal, 2007; Aslan ve ark., 2007; Vijayaraghavan ve Yun, 2008) ¢

gore modifiye edilmistir.

Metal Bakteri Alim (mg/g)

Cd Bacillus circulans 26,5
Enterobacter sp. J1 46,2
Pseudomonas aeruginosa PU21 42,4
Pseudomonas putida 8
Streptomyces pimprina 30,4
Streptomyces rimosus 64,9
Streptomyces noursei 34
Bacillus thermantarcticus® 35,25
Anoxybacillus amylolyticus* 23
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis* 38,2
Geobacillus toebii sub sp. decanicus* 30,25

Cu Bacillus sp. (ATS-1) 16,3
Bacillus subtilis IAM 1026 20,8
Micrococcus luteus IAM 1056 33,5
Pseudomonas putida 6
Pseudomonas stutzeri 1AM 12097 22,9
Streptomyces coelicolor 66,7
Zoogloea ramigera 29
Streptomyces noursei 9
Thiobacillus thiooxidans 39,84
Bacillus thermantarcticus® 20,3
Anoxybacillus amylolyticus* 13,7
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis* 38,4
Geobacillus toebii sub sp. decanicus* 33

*[saretli olanlar bu calismada elde edilen verilerdir.
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Metal Bakteri Alim (mg/g)
Ni Bacillus thuringiensis 45,9
Streptomyces rimosus 32,6
Streptomyces noursei 0,8
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis* 35,55
Geobacillus toebii sub sp. decanicus* 19,45
Zn Pseudomonas putida 6,9
Pseudomonas putida CZ1 17,7
Streptomyces rimosus 30
Streptomyces noursei 1,6
Streptoverticillium cinnamoneum 21,3
Thiobacillos ferrooxidans 82,6
Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis* 36,5
Geobacillus toebii sub sp. decanicus* 21,8
Co Streptomyces noursei 36
Bacillus thermantarcticus® 24,8
Anoxybacillus amylolyticus* 15,85

*[saretli olanlar bu calismada elde edilen verilerdir.

Sekil 4.5. Cd’un calkalamali ve statik olarak farkli bakteri varyetelerinde
biyosorpsiyonunun karsilastirilmasimi  gostermektedir. Sekil 4.5.°e gore  Bacillus
thermoantarcticus, Anoxybacillus amylolyticus, Geobacillus thermoleovorans sub.sp.
stromboliensis ve Geobacillus toebii sub. sp. decanicus igin statik ve ¢alkalamali olarak
elde edilen Cd biyosorpsiyon deney sonuglarina gore, calkalamali olarak yapilan
biyosorpsiyon ¢aligsmasinin statik olarak yapilan biyosorpsiyon ¢alismasina nazaran Cd
biyosorpsiyonunda fark oldugu ve ¢alkalamali ortamin daha etkili oldugu tespit edildi.
Calkalama hizinin artmasiyla birlikte biyosorbentin yiizey tabakasi ¢cok incelir ve bu da
genellikle ylizey tabakaya metalin difflizyon oranmin artisiyla sonuclanr

(Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Tablo 4.6.”da farkli Cd konsantrasyonlarina maruz kalan canli ve kurutulmus 6lii
Geobacillus toebii sub.sp. decanicus’un hiicre membraninda metal biyosorpsiyonu
goriilmektedir. Her iki tip hiicre i¢in artan metal konsantrasyonuna bagli olarak
membranda biriken mg metal miktarinda artis oldugu bulundu. Olii hiicrelerin, canl

hiicrelere nazaran membranlarinda daha fazla metal biyosorbe ettigi tespit edildi.
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Ornegin; 7,32 mg/l Cd varliginda canli ve 6lii hiicre membraninda biyosorbe edilen Cd
miktar1 sirasiyla; 17,44 ve 46,2 mg/g membran olarak bulundu. Genelde hiicre
membranlarina metal baglanmast hizli ve yiiksek verimlilik gosterirken hiicrenin
stoplazmasinda ki bolgelerde ¢ok yavas ve diisiik verimliliktedir (Saglam ve Cihangir,

1995).

XAD-4 reginesi iizerine tutturularak gergeklestirilen immobilizasyon calismalar
icin, daha Once yapilan biyosorpsiyon deneylerinde en etkin biyosorpsiyon yetenegi
gosteren Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis bu uygulama icin secildi.
Tablo 4.7.1. XAD-4 iizerine tutturulmus olii (kurutulmus) bakteri Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in immobilizasyonu yontemiyle Cd, Cu, Ni, Mn
ve Zn’nun prekonsantrasyonunu gostermektedir. Tablo 4.7.1.’de goriildiigi gibi Cd, Cu,
Ni, Mn ve Zn icin prekonsantrasyon faktorii 125 olarak tespit edildi. Cd, Cu, Mn ve Zn
metalleri i¢cin geri kazamim yiizdeleri % 100 olarak, Ni i¢in ise % 97,5 olarak tespit

edildi.

Bag ve ark., (1999), A. niger’in sepiolit tizerine tutuklanmasi ile gerceklestirilen
Cu, Zn, Fe, Ni ve Cd’un geri kazanimlar1 % 95’lik giiven seviyesiyle sirasiyla % 98,03
+0,2, % 98%0,5, % 98+ 0,4, % 96,4 +0,8, % 94+0,6 olarak bulmuslardir. Baytak ve
Tiirker (2005), Amberlit XAD-4 iizerine tutuklanmis Agrobacterium tiimefeciens ile
yaptiklari prekonsantrasyon c¢alismasinda Fe™, Co**, Mn" ve Cr* icin
prekonsantrasyon faktoriinii 25 olarak tespit etmislerdir. Optimum kosullar altinda Fe*,
Co*?, Mn*? ve Cr**’un geri kazanimlar1 % 95’lik giiven seviyesinde sirasiyla % 99+3, %
9942, % 9843 ve % 9843 olarak bulmuslardir. Dogru ve ark., (2007), Amberlit XAD-4
tizerine tutuklanmis Bacillus subtilis ile yaptiklar1 prekonsantrasyon ¢alismasinda Cu*?

ve Cd*? icin prekonsantrasyon faktoriinii 50 olarak bulmugslardir.

Tablo 4.7.2. XAD-4 lizerine tutturulmus oli (kurutulmus) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in immobilizasyonu yontemiyle Cd tutma
kapasitesini gostermektedir. XAD-4 iizerine tutturulmus 6lii (kurutulmus) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Cd* tutma kapasitesi 3800 ug g'1 (0,034

mmol) olarak tespit edildi. Dogru ve ark., (2007), Amberlit XAD-4 iizerine tutuklanmig
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Bacillus subtilis ile yaptiklari immobilizasyon ¢alismasinda Cu*? ve Cd*? icin recinenin

tutma kapasitesini sirasiyla; 0,0297 ve 0,035 mmol g olarak tespit etmislerdir.

Tablo 4.7.3. XAD-4 ilizerine tutturulmus oli (kurutulmus) Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in immobilizasyonu yontemiyle dogal atik
sularda bulunan bazi metallerin (Cd, Cu ve Ni ) prekonsantrasyonunu gostermektedir.
Maden Bakir Isletmesinin, atik sularinmn akitildigt Maden Cay’indan alinan su
numunesinde Cd, Cu, Mn, Ni ve Zn elementlerinin seviyesinin belirlenmesi icin
prekonsantrasyon isleminden once Atomik Absorpsiyon Spektrofotometre’sinde 6lgiim
yapildi. Bu elementlerden Mn ve Zn seviyeleri Atomik Absorpsiyon
Spektrofotometre’sinde tespit edildiginden Cd, Cu ve Ni seviyelerini kolondan
gecirilerek prekonsantre edildikten sonra su Orneginde bulunan Cd, Cu ve Ni
elementlerinin seviyeleri Tablo 3.7.3.”de goriildiigii gibi sirasiyla; 0,375, 20,43 ve 4,542
ug 1" olarak tespit edildi.

Sonu¢  olarak, immobilizasyon calismasinda kullanilan  Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in atik sularda bulunan ve AAS ile tespit
edilemeyen dogal ve sentetik sulardaki metallerin prekonsantrasyon yontemi ile geri
kazanimlar1 ve seviyelerinin belirlenmesinde ve agir metal ile kirletilmis atik sulardan
bu metallerin uzaklastirilmasinda biyoteknolojik anlamda 6nemli bir kullanim alanina

sahip olabilir.

Bu calismada test edilen 4 bakteri varyetesinde ayr1 alim kapasiteleri
gosterdigini tespit ettik. Costa ve Duta, (2001), da yaptiklan ¢alismada farkli mezofilik

Bacillus varyetelerinin ayr1 alim kapasiteleri gosterdigini belirtmislerdir.

Yapilan bu calismada tespit edilen MIC degerleri ile ifade edilen metal tolerans
seviyeleri ile biyoakiimiilasyon ve biyosorpsiyon arasinda bir iliski olmadig1 tespit
edildi. Metallere kars1 en duyarh varyete olan Geobacillus thermoleovorans sub.sp.
stromboliensis, yapilan biyosorpsiyon caligmasinda en etkili adsorpsiyon yetenegi
gosterdigi  bulundu. Rho ve Kim (2002), yaptiklarnn calismada metal tolerant

varyetelerin en zayif adsorbe edici aktivite gosterdigini ve bu durumu metal
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biyosorpsiyonunun metal tolerans tabanli olmadigimi belirtmislerdir. Cabuk ve ark.,
(2007), endiistriyel olarak alkol iiretiminde aktif olarak kullamilan Saccharomyces
cerevisiae hiicrelerinin Cu(Il) iyonu giderim yetenekleri ve besiyerindeki Cu(Il)
direnclilikleri arastirmislardir. Ayrica hem kati1 hem de siv1 besiyerinde Saccharomyces
cerevisiae hiicrelerinin Cu(Il) iyonlarina karsi toleransi incelenerek biyosorpsiyon
ozelligi ile iligkilendirmeye c¢alismislar ve sonu¢ olarak metal toleransi ile

biyosorpsiyon arasinda bir iligkinin olmadigini tespit etmislerdir.

Yaptigimiz caligmada genel anlamda canli hiicreler tarafindan biyoakiimiile
edilen metal miktarinin 6lii hiicreler tarafindan biyosorbe, edilen metal miktarindan
daha az oldugu belirlendi. Benzer ¢alismalarda 6lii veya canli hiicrelerin metal alabilme
kapasiteleri karsilagtirilmis, ¢ogu kez 6lii durumdaki mikroorganizmanin daha yiiksek
adsorplama kapasitesine sahip oldugu gozlenmis ve buna neden olarak olii hiicre
yiizeyinin yapisindaki degisiklikler gosterilmistir (Tsezos ve Volesky, 1981). Canli ve
olu hiicreler arasindaki biyosorpsiyon farki iki sebepten kaynaklaniyor olabilecegi rapor
edilmistir. Birincisi, canli hiicreler metabolik olarak aktif olduklarindan hiicrelerin,
negatif yiizeyleri icin, agir metal iyonlarinin ”"H™’larla rekabet etme” olabilecegi veya
bir bakterinin 6lii biyokiitlesinde, serbest kalan makromolekiiller (proteinler, niikleik
asitler, ve karbonhidratlar) ve inorganik bilesenlerin metal baglayici anyonik yiizeyler
olusturabileceginden kaynaklanabilir (El-Helow ve ark., 2000). Buna ilaveten, canl
hiicrelerde metal disar1 atim sistemleri, direnglilik mekanizmalar ve detoksifikasyon
mekanizmalarinin da canl hiicrelerin 6l hiicrelere nazaran daha az metal biyoakiimiile
etme kapasitesi gostermesine neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica canli
hiicrelerle yapilan metal biyoakiimiilasyon calismalarinda hiicre ve besi ortami
arasindaki redoks reaksiyonlari sonucunda pH artabilir ve bundan dolayr metal alimi
azalabilir (Srinath ve ark., 2002). Canli biyokiitleye nazaran ©6lii biyokiitle
kullanilmasinin bazi avantajlari oldugu rapor edilmistir. Olii hiicreler; uzun siire oda
sicaklifinda saklanabilirler, metal toksisitesinden etkilenmezler ve besine ihtiyac

duymazlar (Goksungur ve ark. 2003).

Serbest ©lii hiicre kapasitesiyle, immobilize olmus oOlii hiicre kapasitesi

karsilastirilmast halinde; serbest Oli hiicre biyosorpsiyon kapasitesinin daha fazla
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oldugu goriilmektedir (ileri ve ark., 1994). Bunun sebebi, immobilize edilmis
hiicrelerin biyosorpsiyon oraninin daha yavas olmasidir. Dolayisiyla bununla ilgili
olarak; biyofilm kalinligi ve biyofilm yiizey alanin etkisi de isin icine girmektedir
(Tsezos ve Deutschman, 1990). Ayrica immobilize edilmis hiicrelerin biyosorpsiyon
kapasitesinin daha az olmasina sebep olarak da, immobilize edilmis biyokiitlede
konveksiyonel ve diffiizyonel problemlerin olabilecegidir. Bu avantaja ragmen, serbest
o6li hiicre kullanim1 daha zordur. Hiicrelerin biyosorpsiyon-desorpsiyon olay1 ve tekrar
tekrar kullanilmasi1 agisindan immobilize 6lii hiicre kullanmak daha avantajh
bulunmakta ve endiistriyel uygulanabilirligi agisindan bicok avantajlarininda oldugunu

belirtmek gerekir (ileri ve ark. 1994).

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar gostermistir ki; Bacillus thermoantarcticus,
Anoxybacillus amylolyticus, Geobacillus toebii sub.sp. decanicus, ve Geobacillus
thermoleovorans sub.sp. stromboliensis’in Cd, Co, Cu, Mn, Ni ve Zn metalleri ile
kirletilmis atik sularin biyoteknolojik aritiminda etkin 6nemli anlamda bir kullanim

alanina sahip olabilir.

Bugiine kadar yapilan metal direncliligi, biyoakiimiilasyonu ve biyosorbsiyon
calismalan genel olarak mezofilik mikroorganizmalar kullanilarak gerceklestirilmistir.
Termofilik mikroorganizmalar {izerinde metal adsorpsiyon reaksiyonlar1 bdylelikle
bugiine kadar calisilan mezofilik tiirlerden kalitatif ve kantitatif onden farklilik
gosterebilir. Biiylik 6lciide jeolojik ve antropojenik termal cevreler ¢6ziinmiis metallerin
yiikksek yogunluklarini sergilemektedir. Bu durumlara karsilik olarak bu habitatlardan
izole edilen mikroorganizmalarin kendilerine 6zgii hiicre duvar yapilar olabilir (Hetzer
ve ark., 2006). Son zamanlarda Burnet ve ark., (2006) ve Hetzer ve ark., (2006),
tarafindan yapilan birkag c¢alisma termofilik bakterilerde metal adsorpsiyon
davraniglarina yiizey kompleksasyon teorisi ve metal direnglilik caligmalarini
uygulanmislardir.  Bununla  birlikte, termofilik bakteriler tarafindan metal
biyoakiimiilasyon, biyosorbsiyon ve immobilizasyon calismalarina yonelik arastirma

mevcut degildir.
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Biosorbsiyon mekanizmalar1 ile agir metallarinin uzaklastirilmasi ve
gerikazanimi, cevre ve ekonomik bakis acisindan oldukca Onemlidir. Metal
uzaklastinlmasinda termofilik bakterilerin daha etkin bir sekilde kullanilabilmesi icin,
bu bakterilerdeki metal adsorbsiyon mekanizmalari iizerine daha fazla ¢alismaya ihtiyag
duyuldugu ortadadir. Bu mikroorganizmalarin, diger yogun bir sekilde ¢alisilmis olan
mikroorganizmalardan farkli olabilecek metal alim ve direnglilik mekanizmalarinin
veya hiicre duvart yapilarinin ortaya konmasi agisindan bu caligsmanin ileri ¢caligmalara
On veri saglayabilecegi diisiincesindeyiz. Boylece, termofilik mikroorganizmalar ile
ilgili caligmalar, tamamiyle mezofilik mikroorganizmalara dayali metal direnglilik ve

metal biyosorpsiyonu ile ilgili mevcut bilgilerimizi tamamlayabilir.
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