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BAZI AGIR METALLERIN MIKROORGANIZMA IMMOBILIZE
EDILMIS PONZA TASINDA ADSORPSIYON SARTLARININ
ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismada Saccharomyces cerevisiae ponza tagma immobilize edildi.
Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis ponza taginda Cu®*, Zn** ve
Ni** iyonlarmmn adsorpsiyon sartlari arasgtirildi. Bu amagla, maksimum
adsorpsiyonun saglandifis pH degeri belirlendi. Her ii¢ element igin de
maksimum adsorpsiyonun saglandigi pH degeri 6 olarak bulundu. Optimum
pH degerinde zamanin ve iyon derigiminin adsorpsiyona etkisi incelendi.
Ayrica adsorplanan metallerin geri kazanilmasina, ¢ézelti tiirii ve derisiminin
etkisi aragtirildi. Bu amagla KCl, KSCN, NaCl, Na,CO; ve NH,Cl ¢6zeltileri
denendi ve 1M’lik KC1 (pH=2) ¢6zeltisinin uygun oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler : Adsorpsiyon, Saccharomyces cerevisiae, Ponza tasi,

Immobilizasyon,



ii

INVESTIGATION OF THE ADSORPTION CONDITIONS OF SOME
HEAVY METALS ON MICROORGANISM IMMOBILIZED ON
PUMICE STONE

SUMMARY

In this study, Saccharomyces cerevisiae was immobilized on pumice stone.
The adsorption conditions of Cu?*, Zn** and Ni** ions on to Saccharomyces
cerevisiae immobilized pumice stone were investigated. For this purpose, the
pH values of maximum adsorption were determined and found to be as 6 for
all studied elements. The effect of mixing time and ion concentration to the
adsorption of ions were also investigated. Moreover, the effect of type and
concentration of elution solutions to the desorption of adsorbed ions on to
Saccharomyces cerevisiae immobilized pumice stone was also investigated.
For this purpose, KCl, KSCN, NaCl, Na,CO; and NH,Cl, solutions were
tested and 1M KCl solutions (pH=2) was found to be appropriate for all

studied elements.

Keywords : Adsorption, Saccharomyces cerevisiae, Pumice stone,
Immobilization
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1.GIRIS

Yeryiiziinde niifus artig1 ve sanayinin geligmesi sonucu hava, toprak ve su
kirliligi gittik¢e artmaktadir. Meydana gelen bu kirlilik bitki, hayvan ve insan
saghigim tehdit etmektedir. Cevre kirliliginde agir metaller bitki, hayvan ve
insan saglig1 bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadirlar [1].

Son yillarda algae, mantar, maya ve bakteri gibi mikroorganizmalar, agir
metalleri atik sulardan uzaklagtirmak, eser metalleri matriksten ayirmak ve

zenginlestirmek, amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir [2].

Mikroorganizmalar serbest hiicreler halinde kullanildig1 gibi, gézenekli cam,
silika jel ve sepiolit gibi kati bir destefe immobilize edilerek de
kullamlmaktadir. Immobilize mikroorganizmalarmm kullanim siiresi, serbest
hiicrelere gore daha uzundur. Desorpsiyon isleminin kolaylig1 ve hiicrelerin
¢ozelti ortammndan kolayca ayrilmasi immobilize olmug hiicrelerin
iistiinliiklerindendir. Ayrica immobilize mikroorganizmalarin aktivitesi ve

spesifikligi de serbest hiicrelere gore daha fazladir [3-8].

Biyosorpsiyon olayi, agir metal ve radyoaktif iyonlarin mikroorganizmalar ile
tutulmas1  olarak  tamimlanabilir.  Biyosorpsiyonun = mekanizmasi,
mikroorganizmanin canli veya 6lii oluguna, element tiirii ve mikroorganizma
tiirtine bagldir. Olii hiicrelerde tutma olay1 metabolizmadan bagimsiz olarak
biiyikk g¢ogunlugu hiicre duvarinda gergeklesir. Bu olay, iyon degistirme,
kompleks olusumu, mikro ¢bkelme ve hiicre duvarina adsorpsiyon geklinde

gergeklesmektedir [9,10].




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. Ligandlarin sayis1 ve tiirii metallerin baglanacag: yerleri
belirler. Metabolizmadan bagimsiz biyosorpsiyon genellikle hizli ve pH’ya
bagli olup, 4-30 °C arasinda sicakliktan bagimsizdir [11-13].

Bu c¢aligmada mikroorganizma olarak Saccharomyces cerevisiae, destek
maddesi olarak da ponza tag1 kullanilmigtir. Mikroorganizma immobilize
edilmis ponza tas1 adsorban olarak kullamlarak bakir(Il), ¢inko(IT) ve nikel(II)
iyonlarmnin adsorpsiyon sartlar1 incelenmistir. Iyonlarm adsorpsiyonuna gozelti
pH’sinin, baglangi¢ derigiminin ve zamanin etkisi incelenmigtir. Ayrica
adsorplanmis iyonlarin geri kazanilmas: igin uygun elue edici ¢ozelti tiirleri ve

derigimleri de aragtirilmigtir.




2. AGIR METAL KIRLILIGI

Cesitli endiistriyel atiklarin ve hizli niifus artigina paralel olarak artan evsel
atiklarin siiflandirma yapilmadan ve aritilmadan su kaynaklarina verilmesi,
ayrica tarimda kullanilan giibre ve ilaglarla kirlenmig sularin da su
kaynaklarina karigmasi, bu kaynaklarin Onemli o&lglide kirlenmesine yol
agmaktadir. Kaynaklar kirlendikten sonra alinacak 6nlemler i¢in ge¢ kalinmig
olmasi yaninda, alinan 6nlemler pahal da olmaktadur.

2.1. Sulardaki Agir Metal Kirliligi

Tabii sulardaki inorganik tiirlerin kaynagi ¢ok cesitlidir. Bunlardan en
Onemlileri suyun, toprak ve kayalarla dogrudan temasidir. Fosil yakitlarin
yakilmasi1 sonucu atmosfere karigan partikiiller, madencilik ve benzeri
aktiviteler sonucu kirlenmis olan islem gdrmiis veya gérmemis atik sularmn
tabii sulara karigmasi suda inorganik tiirlerin artmasina sebep olur [1]. Agir
metal kirliligi iceren atiksular, genellikle asidik, suda yagsayan ve bu suyu
kullanan canllar i¢in ¢ok zehirli, kendi kendine temizlenme veya aritilmada
etken mikroorganizmalar1 &ldiiriicii nitelikte inorganik karakterli sulardir.
Kirlenmeye sebep olan bakir, ¢inko, nikel, arsenik, civa, krom, kadmiyum,
kursun, demir ve mangan gibi agir metal iyonlaridir. Niikleer silahlarin
denenmesi, niikleer endiistri atiklar1 ve atmosferde olugan radyoizotoplar bu
tir kirliligin kaynaklarindandir [9,14]. Cizelge 2.1.’de baz1 agir metallerin
kirlilik kaynaklar1 verilmigtir [1].

Metal kirliligi igeren atik su kaynaklar1 {i¢ grupta incelenebilir. Birinci grup,
maden ocaklari ve isletmeleridir. Demir, bakir, ¢ginko, kursun, giimiis, altin,

uranyum gibi metalleri igeren cevherlerin gerek topraktan gikarilmasi, gerek




temizlenmesi, Ogiitilmesi ve saflagtirilmas1 sirasinda olduk¢a fazla su

kullanilir.

Cizelge 2.1. Baz1 Elementlerin Kirlilik Kaynag1 ve Insan Saghgina Etkisi [1]

Metal Kirlilik Kaynag Insan Saghgmna Etkisi
As Insektisitler, herbisit ve Dermatit, brongit ve deri
pestisitler kanseri
Cd Elektro kaplama, boya ve A.kciger afmﬁzemi,
kimyasal maddeler ipertansiyon, bbrek
bozuklugu ve kanserlesme
Fe Demir gelik endiistrisi, Siderosis ve
Fuel-oil ve kémiir pneumoconiasis
M Demir ¢elik endiistrisi, Kronik manganez zehirlen-
Fuel-oil, kdmiir, kuru pil mesi ve manganez zatiirresi
i Celik ve nikel alagun Dermatit, solunum
endiistrisi, nikel kaplama, bozukluklar: ve
komiir, fuel-oil kanserlesme
Pb Otomobil eksoz, komiir, Kursun zehirlenmesi
yanma ve boyalar
Hg Elektroliz, amalgam hazirla- Kronik civa zehirlenmesi,
ma, 6l¢lim aletleri yapimu, siddetli akut neftit,
tarim ilaglar karaciger, bobrek ve
dalakda toplanma ve bu

organlarda bozukluklar




Ikinci grup, metal endiistrileridir. Demir gelik endiistrisi, bakir, krom ve ¢inko
endiistrilerinin, ¢esitli fiziksel ve kimyasal proseslerinde olduk¢a fazla su

kullanilir ve atik sularinda bu maddeleri igerirler.

Ugtincti  grup, kirlilik ve zehirlilik potansiyeline sahip ¢esitli sanayii
kuruluglaridir. Metal kaplama sanayii, otomotiv, elektrik ve elektronik
malzemeler, mutfak ve ev esyalari, boru, kapsiil, tlifek, makine ve boya

endiistrisi atik sular1 bu grubun i¢inde yer alirlar [14].

Sulardaki agir metal iyonlar1 kompleks bilesikleri halinde, hidroliz {iriinleri
halinde ve iyon halinde bulunabilirler. Cizelge 2.2.’de baz1 agir metallerin
suda bulunan kimyasal halleri gosterilmistir. Bu metaller hakkinda kisa bilgi
agagida verilmigtir [1].

Agir metaller hem onemli, hem de oldukga tehlikeli maddelerdir. Bu
elementlerin ¢ogu, insan viicuduna su, gida maddeleri v.b. yollardan girer ve
viicuttan atilmasi gii¢ oldugundan uzun zaman insan viicudunda kalirlar.
Boylece insanlarda ciddi hastaliklara yol agarlar. Cizelge 2.3.’de igme
sularinda bulunmasina izin verilen metal iyonlarinin maksimum degerleri

verilmigtir [15].

2.1.1. Bakir

En 6nemli bakir kaynag: kalkopirit (CuFeS,) mineralidir. Toprakta ortalama
bakir seviyesi 20 ppm kadardir. Kémiirlerin yanmasi sonucu olugan atmosferik
partikiillerden, madencilik, elektro kaplama, giibre sanayii gibi birgok sanayii
kaynaklarindan bakir sulara karigabilir. +1, +2 yiikseltgenme basamaklarinda
bulunabilir. Kararli basamagi (+2) dir. Bakirin ¢ogu viicut tarafindan atilir,
¢ok az bir kismu kalir. Yiizey sularinda bakir 1 mg/L’nin altindaki




konsantrasyonlarda sulu ortamda yagayan bitkiler igin toksiktir. Siilfat tuzu
halinde bitki biiyiimesini kontrol amaciyla sik stk kullanilir.

Cizelge 2.2. Tabii Sularda Eser Metal Kompleks Tiirleri [1]

Metal Kompleks tiirler

Kadmiyum

Cd(In) Cd(OH)*, Cd(OH),Z, C4CI", CdCly, CdCL*, CA(NH;),™"

Bakar

Cu(l) Cu(CN)s”, Cu(NH3),"

Cu(Il) Cu(OH)*, Cu(OH)5', Cu(OH),”, Cu(NHs),>*, Cu(CO;s),”,
CuCI’, Cu(HS)y

Demir

Fe(Il) FeOH', Fe(OH)y, Fe(OH),>, FeCl", Fe(NH;),>*, Fe(CN)s"
Fe(sitrikasit)”

Fe(III) FeOH?, Fe(OH),, FeHPO,", FeCly, Fe(CN)s*, FeFs*

Nikel

Ni(ID) NiOH*, Ni(OH)s, Ni(OH),”, Ni(edta)*, NiCI*, NiCL?,
Ni(NH3)e**

Kursun

Pb(I) PbOH", Pb(OH)5, Pb(CO5),%, PbCl*, PbCls*, Pb(CHa),>*

Cinko

Zn(II) Zn(OH)', Zn(OH);, Zn(OH){*, ZnCT', ZnCly', ZnCl,

ZnCls*, Zn(HS)s", Zn(NH;),>*, Zn(NH;)s>*

Mangan
Mn(ID) Mn(OH)", Mn(OH)5", Mn(OH),*, MnHCO5*, MnCI*, MnCly,
MnClg", MnF5", Mn(CN)s"




Cizelge 2.3. Igme Suyu Agir Metal Iyonu Konsantrasyonlari [15]

Metal iyonu Miisaade edilen maksimum Derisim (mg/L)
Pb 0.05
Se 0.01
As 0.05
cr® 0.05
Hg 0.01
Cd 0.005
Cu 1.5
Zn 15.0
Fe 1.0
Mn 0.5
Ni 0.5
Al 2.0
2.1.2, Nikel

Tabiatta elementel nikel nadiren bulunur. Ancak birgok filiz ve mineralde
nikel bilegikleri mevcuttur. NiAs, NiSb, NiS ve NiSbS bazi mineralleridir.
Ultrabazik kayalarin agimnmasi nikel ve silikatga zengin ¢ozeltiler olusturur.
Ni(IT) sulu ¢ozeltilerde ¢ok kararli olup uzun mesafelere go¢ edebilir. Nikel
c¢ogunlukla parafin hidrokarbonlarla organometalik bilegikler olusturur.
Fuel-0il’in yakilmasi sonucu olugan ugucu kiil, nikel bakimmdan oldukg¢a
zengindir. Ugucu kiilde nikel miktar1 %1,8 ve %13,2 arasinda bulunmusgtur.
Nikel ve bilesikleri de genel anlamda toksiktir. Ancak gbzlenebilir etkilerinin
meydana gelebilmesi i¢in gerekli nikel miktari, tabii sularda bulunan
miktarindan daha fazladir.




2.1.3. Cinko

Cinko tabiatta ¢inkoblent (ZnS) olarak bilinen siilfiirii halinde bulunur. Cinko
bitki ve hayvan tiirleri i¢in 6nemli ve gerekli bir elementtir. Cevredeki ¢inko
kirlenmesi baglica ¢inko ve kursun eritme islemlerinden kaynaklanir. Cinko
madeni alanlarindaki tabii sularda 50 ppb mertebesinde bulunur.
Galvanizlemede, pigment {iretiminde, ilag sanayiinde, boyalarda,
kozmetiklerde ve birgok bdcek dldiirliclide kullanilan ¢inko tuzlar1 endiistriyel
atiklarda bulunabilir. Tabii sulardaki ¢inkonun ana kaynagi c¢inko igeren
giibrelerdir. Cozlinilir ¢inko tabii sularda yiiksek konsantrasyonlarda nadiren
bulunur. Galvanizli borulardan gegen ¢esme suyunda 3-2100 pg/L arasinda
olabilmektedir.

2.1.4. Kursun

Cevredeki kursunun ¢ogu su kaynaklardan ileri gelir.

D Kursunlu benzinden

II)  Madencilik ve filizlerin eritilmesinden
III) KoOmiiriin yanmasindan

IV) Kursun bazli boyalardan

V)  Kursun borulardan

VI) Lehimden

Sulardaki bu toksik metalin ana kaynaklarindan bazilar1 da bir¢ok kursun
bilegikleri olabilir. Bunlar, yazma ve boyama sanayiinde kullanilan kurgun
asetattir. Bocek oldiiriicii ilaglarda kullanilan kursunarsenat da toprak ve su

kirlenmesinde &nemli rol oynar.




2.2. Agir Metal Kirliliginin Biyosorpsiyonla Giderilmesi

Atik sularin aritilmas ile ilgili kullanilan aktif karbon adsorpsiyonu, iyon
degisimi, ters ozmoz gibi degisik metotlar mevcuttur. Bu metotlardan birisi de
biyosorpsiyondur. Mikroorganizmalarin metalleri tutmasina biyosorpsiyon
denir. Metallerin biyosorpsiyonu genelde adsorpsiyon, iyon degistirme,

kompleks olugumu ve mikro ¢okelme olaylariyla gergeklesir.

Metallerin biyosorpsiyonu ile ilgili yapilan g¢aligmalar, biyosorpsiyonun
adsorpsiyon izotermlerine uydugunu gostermistir. Maya ve mantar tiirlerinin
metal adsorpsiyonu Langmuir ve Freundlich izotermlerine uyar. Bu izoterm
tiirleri yalnizca metallerin adsorpsiyonunun tek tabakali mi, yoksa ¢ift tabakali
mi1 oldugunu gosterir. Adsorpsiyon mekanizmasi hakkinda herhangi bir bilgi
vermez[9,10,16,17,18]. Freundlich izoterm esitligi asagidaki sekilde
verilebilir[19].

q=kC!® @2.1)

Burada;

q = Birim biyokiitle tarafindan adsorplanan metal miktari
C = Cozeltideki metal derigimi

k = Freundlich adsorpsiyon sabiti

n = Freundlich izoterm sabiti
Bu model dogru denklemine doniistiiriildiigiinde

Log q = Log k + (1/n) Log C denklemi elde edilir. Cizilen grafikden k ve n

degerleri bulunur.
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Langmuir adsorpsiyon modeli, tek tabakali adsorpsiyonu tarif eder. Langmuir

izoterm esitligi; [19]

C/q=1/K.b+C/b 2.2)
seklinde yazilabilir.
Burada;
q = Birim biyokiitlenin adsorpladig: metal miktar:
C = Cozeltideki metal derigimi
K = Adsorpsiyon baglanma sabiti
b = Doygunluk kapasitesini sembolize eder.

Metal kirliliginin giderilmesinde kullanilan aktif karbon adsorpsiyonu, iyon
degisimi, ters ozmoz gibi klasik yontemler, gerek tesis, gerek ekipman ve
malzeme agisindan pratik ve ekonomik olmaktan uzak olup, diigiik
konsantrasyonlu (100 mg/L’ye kadar) metal kirliligi yoniinden aritmanin
verimi de diigiiktlir. Bu nedenle mikroorganizmalarin metal iyonlarint

adsorplama yeteneginden faydalanarak atiksu arittiminda kullanilmalar

diislintilmiigtiir [20].

Son yillarda mikroorganizmalar, agir metallerin ayrilmasinda, zenginlestirme
ve tlirleme ¢aligmalarinda ve bunlarin  toksiklifinin  tesbitinde
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin agir metal tutma amagli kullanimi ve
avantajlarn Sekil 2.1.’de goriilmektedir [11]. Biyosorpsiyonda canli ve olii
mikroorganizmalar kullanilabilmektedir[21,22]. Biyosorpsiyonun
mekanizmas1 mikroorganizmaya ve metalin tiirline baglidir. En Gnemli
mekanizma ise hiicre duvarindaki kimyasal fonksiyonel gruplar ile (karboksil,
hidroksil, siilfat, fosfat, ve amino gruplar1 gibi) metallerin tutulmasidir. Diger

biyolojik mekanizma ise metilasyon, demetilasyon ve indirgemedir.
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Mikroorganizmalarin baglica avantajlari ise

D Bir ¢ok aktif uca sahip olmalar1

II) Kiigiik ve diizgiin boyutlu olmalari

M) Iyon degistirici reginelere gore alkali ve toprak alkali metallerin daha az

girigim yapmast

alg

mantar

maya -

TN . PN Ornekleme

Canh . \—p |bakteri Analitik oy e
ve Olii %@) yosun @ zenginlegtirme

oy tiirleme

bitki

\ hiicreleri /4
AN /

@ «  (BivoLosixy __ . (" Tutma_
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. s N\
Kesikli immobilize Vg " Fonksiyonel Gruplar ’

Istemler islemler _———_ | Kimyasal Déniigiim |

- Mikroorganizmamn - Gizenekli| |- il .) ( Avantajlar
Coffalmasi ve biiylimesi cam lementleri

- Yikama - Alginat

- Santrifiijle ayirma - Silika jel

Hg, Cr, Se, Cu, Cd, Fe, | |Coklu Aktif Ug,
Zn, Pb, Ni, Co, Mn Kiigiik ve Diizgiin Sekilli

Sekil 2.1 Biyolojik malzemelerin agir metal tutma amagl kullanimi [11]

Biyosorpsiyonun mekanizmasi olduk¢a karmagik ve heniiz tam olarak
anlagilamamigtir. Organizmanin canh veya 6lii olmasina, organizma tiiriine ve
metal tiirline baghdir. Temel goriigler sematik olarak Sekil 2.2.’de verilmigtir.
Canli ve 0lii hiicrelerde pasif baglanmalar olabilir. Hiicre ylizeyinde ¢ok hizli
fiziksel adsorpsiyon ve iyon degistirme gergeklegir. Aktif baglanmalar canli
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hiicrelerde metabolik aktivitenin bir sonucu olarak ¢ok yavag olarak

gerceklesir [11].

Algae’nin metal iyonu adsorpsiyonunu ii¢ ana sinifta toplanabilir [2].

I)  Bu grup A, Cu*, Cd*, Cr*', Co¥, Fe*', Ni*', Pb**, UO,>, Zn*
iyonlarindan olugur. Nétrale yakin pH degerinde kuvvetli baglanirlar.
pH 2’nin altinda baglanma olmadigindan kolayca geri kazamilirlar.
Clinkii bu pH degerlerinde metal iyonlar1 ile fonksiyonel gruplar
arasindaki ¢ekim kuvveti azalir.

) Bugrup PtCL%, CrO4*, SeO,” iyonlarindan olugur. Bu iyonlar birinci
grupdaki iyonlara ters davramg gosterirler. Bunlar diigiik pH

degerlerinde kuvvetle baglanirlar. pH 5’in lizerinde baglanma olmaz.

) Bugrup Ag’, Hg?*, AuCl, iyonlarindan olugur. Biitiin metallerden daha
kuvvetle baglanirlar. Bu iyonlarin baglanmalar1 pH’dan bagimsizdir.

II. ve III. grup metal iyonlar1 mikroorganizma ylizeyinde elementel hale
indirgenirler [23].
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Imidazol
Amin Amid
@——» ADSORPSIYON Tiyoecter :)—— Karboksil
~ Tiyol

Fosfat
Hidroksil

CANLI ORGANIZMA —» ADSORPSiYON ve BiYOLOJIiK
_— AKTIVITE

-Hiicre zarina baglanma
~-Hiicre icerisine transfer
-metilasyon, indirgeme,
yiikseltgeme

Sekil 2.2. Mikroorganizmalarin metalleri tutma mekanizmasi [11]

Asan G. ve Lale M.,[24] Saccharomyces Cerevisiae’dan etanol iiretimi i¢in
besi ortamini optimize etmistir. Malt extract, yeast extract, glikoz ve pepton
(MYGP) ile hazirlanan besi ortamina (NH,),SO; ve K,HPO, ilave ederek
biyokiitledeki ve etanol iiretimindeki degisimi incelemigtir. Standart MYGP
ortamina bir azot kaynaf olan yeast extract’in konsantrasyonunun iki kat
artirilmasi ile biiyimede ve etanol iiretiminde artig gézlemistir. Ortama ilave
edilen NH;'ve K" iyonlar1 hem hiicre biiyiimesinde hemde etanol iiretiminde

etkili olmuglardir.

Madrid et al. [25], Saccharomyces cerevisiae kullanarak metilciva ve civa (II)
iyonlarmin tiirleme ¢aligmasini yapmigslardir. Caligmalarinda bu iki iyonun
adsorpsiyonuna pH’nin, sicakligin, inkiibasyon zamammnn, civa ve maya
derigiminin ve ortamda bulunan diger iyonlarmn etkisini incelemiglerdir.
Metilcivanin, civa(Il) iyonundan daha toksik oldugunu belirtmiglerdir. Genis
bir pH aralifinda metilcivanin, civa(Il) iyonuna gére adsorpsiyonu oldukga
yiiksektir. Buna sebep olarak metilcivanin organometalik yapisim

belirtmiglerdir. Civa(Il) iyonunun biyosorpsiyonu inkiibasyon zamani ile,
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maya miktar1 ve ortamdaki klorlir iyonlarmmin derisimi ile artmugtir.
Metilcivanin, maya tarfindan civa(Il)’ye ve metalik civaya doniistiiriildiigii
belirtilmigtir.

Boyer et al.[26], Thiobacillus ferrooxidan biyokiitlesi ile bakirin
biyosorpsiyonunu incelemiglerdir. Bakir adaptasyonu saglanmig ve
saglanmamis iki ayn mikrorganizmanin bakir ftutma kapasitesini
incelemiglerdir. Bakir adaptasyonu saglanmamis biyokiitlenin bakir
adsorpsiyonun daha yilkksek oldugu belirlenmistir. Ancak bu sonucun
kadmiyum i¢in elde edilen sonuglara gore tam ters bir sonu¢ oldugunu
belirtmiglerdir.

Mahan ve Holcombe [27], algae hiicrelerini silika jel {izerine immobilize
ederek bunu kursunun sentetik ¢ozeltilerden uzaklagtirilmasinda
kullanmiglardir. Ayrica, serbest ve immobilize algae hiicrelerinin adsorpsiyon
kapasitelerini ayr1 ayr1 bularak kargilastrma yapmiglar ve adsorpsiyon
kapasitesini, serbest hiicre kullandiklarinda 449+49 umol/g, immobilize hiicre
kullandiklarinda 278425 pmol/g olarak bulmuslardir. Metallerin baglandiklart
fonksiyonel gruplardan bir kisminin mikroorganizma immobilizasyonu igin
kullanilmas1 nedeniyle, immobilize hiicrelerin adsorpsiyon kapasitesinde
yaklagik %40 azalma olmustur.

Galun et al. [28], Penicillium digitatum mantarim kullanarak sulu
¢ozeltilerden uranyum(VI) iyonlarirun ayrilmasini incelemiglerdir. Bu amagla
mantar1 ¢esitli On islemlerden gegirerek uranyum adsorpsiyonundaki
degisiklikleri incelemiglerdir. Bunun i¢in mantarn1 ayn ayr, sodyum
azid(%0,012), etanol(%80), metanol(%80), formaldehit(%10),
dimetilstilfoksit, potasyum hidroksit(%5) ve kaynatma iglemi ile muamele
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etmigtir. Potasyum hidroksit ile muamele edilen mantarm uranyum
adsorpsiyonunun en yiiksek oldugunu belirtilmiglerdir.

Ileri et al. [29], Rhizopus arrhizus’u gozenekli poliiiretan siingere immobilize
ederek bakir iyonlarinin atik sulardan uzaklagtirilmasini aragtirmiglardir.
Yaptiklar1 ¢alismada ilk 30 dakikada biyosorpsiyonun tamamlandigini
belirtmiglerdir. ~Ayrica immobilize mikroorganizmanin  adsorpsiyon
kapasitesini ve adsorbe olmus metal iyonlarinin geri kazanilma siirelerini
incelemiglerdir. Bir saatlik bir siire sonunda %80 desorpsiyon verimi elde
edildigini ve biyosorpsiyonun Freundlich izotermine uygunluk gosterdigini
belirtmislerdir.

Ileri ve arkadaslarmin yaptiklari bir diger ¢aligmada[30] ise ¢inko, nikel
kurgun ve mangan’in biyosorpsiyonunu incelemiglerdir. Adsorbe olmug metal
iyonlarinin 0,1 M HCI ¢6zeltisi ile bir saat siire sonunda %70-90 oraninda geri

kazanildigim belirtmiglerdir.

Yang ve Volesky [31], Olii algae tiirli Sargassum fluitans’1 énce 0,IN HCI
ortaminda protonlamiglar, daha sonra biyokiitleden proton salimimi yoluyla
Cd*" iyonlarmin biyosorpsiyonunu incelemislerdir. Kadmiyum tutulmasi ve
proton salmmminin biyosorpsiyon stiiresince birbiriyle uyum gosterdigini
gbzlemiglerdir. Biyosorpsiyon izoterminin Langmuir modeline uydugunu

belirtmiglerdir.

Bag et al. [32] caligmalarinda Saccharomyces cerevisiae’yr sepiolite
immobilize ederek demir ve nikel’in zenginlestirme gartlarini aragtirmiglardir.
Bu amagla pH, adsorban miktari, elue edici ¢6zelti, ¢Ozelti akis hiz1 ve
iyonlarin girisim etkisini arasgtirmiglardir. Demir ve nikel’in geri kazanma
verimlerini sirasiyla %95 ve %99,5 olarak bulmuglardir.
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You ve Park [33], calismalarmda Cd** iyonlarmm sulu g¢ozeltilerden
uzaklagtirllmas1 amaciyla Azomonas agilis PY101 tiiriinti  stirekli
havalandirmah kiiltiir ortaminda tutmuslar, ¢6zeltideki Cd** iyonlarmi
yaklagik %90 uzaklagtrmiglardir. ImM CdCl, igeren ortama agilama
yapilmasindan 5 giin sonra ortamdaki Cd** iyonlar1 %92-%96 arasinda
azalmgtir.

Suh et al. [34] calismalarinda Saccharomyces cerevisiae tarafindan tutulan
Pb*" iyonlarmin hiicrelerin i¢ kismunda biriktigini gézlemislerdir. Kuru hiicre
agirhiginm litrede, 0,56 g’dan 5,18 g’a gikarilmasiyla mikroorganizmanimn Pb**
iyonlarimi tutmada dengeye ulagma siiresi 96 saatten 24 saate diigmiistiir. Pb>*
iyonlarmin Saccharomyces cerevisiae tarafindan ii¢ asamada tutuldugu
gdzlenmistir. Birinci asama Pb*" iyonlarinin hiicre duvarina tutunmas olup 3-
5 dakikalik bir siirede metabolizmadan bagimsiz olarak gergeklesmektedir.
Ikinci asama metabolizmaya bagli olup 24 saatte gergeklesmekte, ligiincii

asama metabolizmaya bagh yada bagli olmadan 24 saatte gergeklegmektedir.

Bag et al. [35] calismalarinda Saccharomyces cerevisiae’yr sepiolite
immobilize ederek, kolon yo&ntemiyle bakir, ¢inko ve kadmiyumun
zenginlestirme sartlarim1 aragtirmiglardir. Bakir, ¢inko ve kadmiyumun geri
kazanma verimlerini sirasiyla %98,3, %94,2 ve %99,04 olarak bulmuglardir.
Ayrica adsorban kapasitesini de bakir i¢in 74pmol/g, ¢inko i¢in 128 umol/g ve
kadmiyum i¢in 97umol/g oldugunu belirtmiglerdir.

Basnakova et al. [36], ¢aligmalarinda yiizeylerine hidrojen uranil fosfatin
enzimler vasitasiyla tutturuldugu Citrobacter N 14 hiicrelerini seramik
halkalar lizerine immobilize etmislerdir. Mikroorganizma immobilize edilmig
halkalar1 kolonlara yerlestirmislerdir, nikel iyonlar1 iceren seyreltik ¢ozeltileri
kolonlardan gegirerek nikeli kantitatif diizeyde uzaklagtirmiglardir. Nikelin
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tutuldugu kolonlar sitrat tamponu UO,” ve gliserol 2-fosfat iceren tampon
kullanilarak rejenere edilmistir.

Kuyucak and Volesky [37], ¢alismalarinda 6lii algae hiicreleri kullanarak
kobaltin desorpsiyon sartlarin1 aragtirmiglardir. Bu amagla H,SO,, HCI,
NH,OH, KHCO;, EDTA, KSCN, KCl ve CaCl, ¢ozeltileri kulanilmigtir. Bu
¢Ozeltiler icerisinden en iyi elue edici ¢6zeltinin CaCl, oldugu belirtilmigtir.

CaCl, ¢ozeltisi ile desorpsiyon veriminin %96 dan fazla oldugu belirtilmisgtir.
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3.MAYALAR ve IMMOBILIiZASYON YONTEMLERi

3.1. Mayalar

Mayalar &karyotik ve tek hiicreli canlilar olup dogada ¢ok yaygin bulunurlar.
Toprakta, ozellikle de seker ve karbonhidrat bakimindan zengin olan besin

maddelerinde bulunurlar.

Maya hiicreleri uzun, yuvarlak, elips ve yumurta seklindedir. Hiicre gekli tiire,
hatta bireylere gore degisebildigi gibi yetisme ve saklama kosullar ile de
degisebilir. Maya hiicrelerini morfolojik olarak ayut etmek zor olmasina
ragmen Saccharomyces cerevisiae genellikle yuvarlak veya eliptik bir gekil

gosterir.

Maya hiicreleri baglica hiicre duvari, stoplazma ve ¢ekirdek olmak {izere ii¢

kisimdan olusgur.

Hiicre duvari hiicreyi ¢evrelemistir. Hiicre duvarinin hemen altinda membran
yer alir ve hiicrenin besin maddelerini segmesinde, besinlerin hiicre igine,

metabolizma liriinlerinin hiicre digina atilmasinda énemli bir rol oynar.

Sitoplazma geng hiicrelerde diizgiin dagilmig olup saydam ve mavimsidir.
Igerisinde, riboniikleik asit (RNA) ve protein igeren tanecikler olan ribozomlar
bulunur. Bunlar, protein sentezini yaparlar. Sitoplazmada ayrica hiicre zarina
yakin olarak yerlesmis olan mitokondriler bulunur. Mitokondriler enzimce gok
zengindir. %80 protein ve %20 yagdan olusur. Bunlar, solunum ve enerji

liretiminde goérev alirlar.
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Mayalarin hiicre duvari, glukan, mannan, protein, kitin, fosfat ve lipit igerir.

Glukan ve mannan, proteine baglanmig olarak hiicre duvarinda bulunurlar ve
mayalarin topaklanmasimm saglarlar. Mannan aym1 zamanda, metabolizmada
yer alan fosfataz gibi Onemli enzimlerin fosfor képriisiiyle hiicre zarmna

baglanmasini da saglamaktadir.

Cekirdek, mayanin yagsamsal fonksiyonlarinda énemli gorevler ytriitlir. Maya
hiicrelerinin g¢ekirdekleri genellikle yuvarlak olup, ¢ap1 0,5-2 pm kadardir.
Cekirdek deoksiriboniikleik asit igerir [38].

3.1.1.8accharomyces cerevisiae’nin dzellikleri

Saccharomyces cerevisiae, ekmek yapimi, etil alkol iiretimi ve genetik

miihendisliginde oldukg¢a fazla kullanilan endiistriyel bir mikroorganizmadir.

Saccharomyces cerevisiae mayasmmn Kkarakteristik oOzellikleri asagida

verilmigtir [39].

I)  Okaryotik mikroorganizmadir.

IT)  Besin kaynag: olarak glikoz, fruktoz, sukroz ve maltoz gibi sekerlerin
yaninda laktik, tartarik, siiksinik, asetik asit ve etanolii kullanir. Bundan
dolay: hetetrof bir mikroorganizmadir.

III) Havali ve havasiz ortamda iireyebilirler.

IV)  Geligmesi i¢in en uygun sicaklik 27-30 OC arasindadr.

3.2. Mayalarin Gelisme Kosullar:

Mikroorganizmalarin gelisme ve iiremesi igin gerekli besinleri ve uygun
kosullar1 iceren ortama besi ortami denir. Mayalarin geliserek lireyebilmesi,

maya igin gerekli besin maddelerini ve enerji kaynagim igeren besi ortamimin



20

olugturulmasi, pH ve sicaklik gibi kogullarin maya i¢in uygun olmasi
gerekmektedir.

Mayalarin gelisimi ve gogalmasi i¢in bagta su olmak iizere karbonhidrat, azot
ve madensel maddelere ihtiyaglar1 vardir. Hiicrede bagli olarak bulunan su,
hiicre zarmin esneklifini ve segici gegirgenligini saglarken serbest halde

bulunan maddelerin ¢oziiniir halde kalmasim ve aktarimini saglar.

Hetetrof bir mikroorganizma olan mayalar karbon kaynagi olarak
karbonhidratlar1 kullanabilirler. Karbonlu maddelerin bir kismu hiicre

yapiminda, kalani ise solunum ve fermentasyon igin kullanilir.

Mayalarm beslenmesinde azotlu maddelerin 6nemi ¢ok fazladir. Azot kaynag1
olarak amino asitler, proteinler, azot i¢eren ¢esitli organik maddeler, havadaki

azot, amonyum ve nifrat tuzlar1 kullanilir.

Bunlarin diginda fosfor, kiikiirt, sodyum, kalsiyum, magnezyum ve demir gibi
elementler igeren maddelerinde az miktarda besi ortamina katilmasi gerekir.
Bu gibi inorganik elementler enzimlerin aktiflegmesinde ve metaloenzimlerin
biinyelerine girdiklerinden 6tiirti gelisme, {ireme ve fermentasyonda 6nemli rol

oynarlar.

Mayalarin gelisme ve ¢ogalmalari genellikle 0-45 °C arasinda olmaktadir. En
uygun sicaklik ise 20-30 °C arasinda degisir. Yiiksek sicaklik zehirli metabolik
artiklarin artmasina neden olmaktadir. Ayrica mayanin pargalanma yetenegini
artirir ve hiicre boliinmesinin daha erken olmasini saglayarak hiicre yapisini

bozar.
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Mikroorganizmalarmn bulunduklar1 ortamdaki H' iyonu derisimi &zellikle
enzimlerin aktiviteleri i¢in Onemlidir. Her enzimin maksimum aktivite
gosterdigi belli bir pH araligi olmakla birlikte, mikroorganizmalarin
¢ogunlugu pH 6-8 ve daha ¢ok pH 7 civarinda yagarlar. Bununla beraber bazi
maya ve mantarlar asidik ortamda, toprak bakterileri de bazik ortamda daha iyi
tirerler. Mikroorganizmalarin yagadiklar1 ortamin pH’smin degigmemesi igin
genellikle K,HPO4-KH,PO,, NaH,P0O,-Na,HPO, tuzlar1 kullanilarak uygun
pH’da tampon hazirlanir [39].

3.3.Mayalarin Metal Tutmasi

Bakteri, algae, mantar ve maya gibi mikroorganizmalar canli ve &lii haldeyken
metalleri adsorplama veya tutma &zelligine sahiptir. Bunun yaninda,
mikroorganizmalarin salgiladifi metabolit, polisakkarit gibi {irlinler ile
mikroorganizmalarin  hiicre duvarlart1 da aym1 isleve  sahiptir.
Mikroorganizmalarin bu dzelliinden, sanayide atik su aritiminda ve altmn gibi
maddi degeri yliksek metallerin geri kazamlmasinda olduk¢a yaygin olarak
yararlanilmaktadir.

Mikroorganizmalarin  metalleri  tutmasmma  “biyosorpsiyon”  denir.
Mikroorganizmalarin metalleri biyosorpsiyon yoluyla tutmasi, ¢esitli
mekanizmalarla olur. Bunlardan baglicalari, metallerin hiicre duvarina
adsorpsiyonu ile tagima ve hiicrenin salgiladifi metabolitlerle ¢oktiirme gibi
metabolizmaya bagli mekanizmalardir. Her ne kadar hem canli hem de 6lii
mikroorganizmalar metalleri tutma 6zelligine sahip olsa da bunlarin metalleri
tutuklama mekanizmalar1 farklidir. Metabolizmaya bagli olmadan, metallerin
mayalarin hiicre duvarina tutunmasi genellikle hizli ve yiiksek kapasitede

gerceklesir. Olii maya hiicresinin biyosorpsiyon kapasitesi canli hiicreye gore
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daha fazla olabilir. Ancak, maya hiicrelerini 6ldiirme teknigi biyosorpsiyon
kapasitesini etkileyebilir. Biyosorpsiyonda genellikle karboksil, amin, fosfat,
hidroksi ve siilfihidril gruplan etkindir. Maya hiicrelerinin kimyasal bilegimi
farkli oldugu icin farkli maya tiirlerinin adsorpsiyon kapasiteleri arasinda
6nemli farkhiliklar olabilir. Bir maya tiirli olan Saccharomyces cerevisiae’de
metaller asidik ortamda amid grubundaki oksijene, bazik ortamda da NHCO
grubuna baglanir.

Mikroorganizmalarin metalleri tutmasi iki gekilde olur:

I) Metabolizmaya bagli olmayan metal tutmasi: Bu tiir metal tutma genellikle
Olti mikroorganizmalarda, hiicre duvarinin dig ylizeyine metallerin
adsorpsiyonu seklinde gerceklesir. Bunun yaninda, canli mikroorganizmalar
da adsorpsiyonla metal tutabilmektedir. Metallerin metabolizmaya bagl
olmadan adsorpsiyonla tutunmasi ¢ok hizli olur.

Ug tiir adsorpsiyon vardir. Bunlar:

a) Degistirme adsorpsiyonu: Degistirme adsorpsiyonu, ¢ekim kuvvetleri ile
gergeklesir. Genellikle metallerin hiicredeki negatif yiiklii ligantlara

baglanmastyla olur.

b) Fiziksel adsorpsiyon: Bu tiir adsorpsiyon Van der Walls kuvvetleri ile
gerceklesir. Adsorplanan metallerin hiicre igine gegmesi ve iceride hareket
etmesi miimkiindiir.

¢) Kimyasal adsorpsiyon: Bu tiir adsorpsiyonda, adsorplanan madde ile
adsorban arasinda kimyasal bir bag olugur.
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II) Metabolizmaya bagli olan metal tutmasi: Bu tiir metal tutma, canli
mikroorganizmalarda metallerin hiicre zarindan hiicre i¢ine taginmasi seklinde
gerceklesen yavag bir olay olup, sicaklik ve canlilar igin gerekli olan besin
kaynaklarinin yeterli olmamasindan etkilenir. Toksiklik etkisi oldugu
durumlarda, hiicre zarmin gegirgenliginin artmasi1 nedeniyle metallerin hiicre
icine alinmasi difiizyonla olur. Bir ¢ok canli ya da 6lii mikroorganizmada
kursun, uranyum ve toryum gibi metallerin tutunmasi yiizeye adsorplanma
seklinde olur. Difiizyon disinda metallerin hiicre ig¢ine alinmasi nadiren olur.
Hiicrelerin bliyiimesi esnasinda, besi ortamunin kimyasal yapisindaki
degisiklikler ve hiicre tarafindan salgilanan maddelerin metallerle kompleks
veya c¢Okelek olusturmasi nedeniyle mikroorganizmalarin metal tutma

kapasitesi artabilir veya azalabilir [40].

Olii ve canli mikroorganizma immobilize edilerek metal tutuklanmasmin

avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 3.1 de verilmigtir [41].

Biyosorpsiyonda kullanilan maya biyokiitlesinin miktar1 olduk¢a Onemlidir.
Metallerin tutulmas: biyokiitle miktarma bagli olup biyokiitle miktar
artirildifinda tutulan metal miktarinin azaldigi goriilmiigtiir. Bu azalmanin
nedeni, farkli baglanma uglar: arasinda elektrostatik etkilesim olmasidir. Maya
hiicrelerinin  Ogiitlilmesi baglanma u¢larmmn sayisim1  artirdifi  igin,
biyosorpsiyon kapasitesi artar. Coézeltinin pH’s1 diigiik oldugunda metal
iyonlarmin mikroorganizmaya taginmasi yavas oldugu i¢in biyosorpsiyon hizi
diigiiktiir. Maya hiicrelerinin metal biyosorpsiyonu i¢in optimum pH degeri
genel olarak 4-5 arasinda bulunmugtur [40].
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Cizelge 3.1. Oli ve Canli Mikroorganizma Immobilize Edilerek Metal
Tutmanin Avantaj ve Dezavantajlar1 [41]

Olii Mikroorganizma Immobilize Ederek Metal Tutma

Avantaj Dezavantaj
¢ Mikroorganizma biiylimesine | ¢ Metallerin baglandiklan uglar ¢ok
bagh degildir. Metallerin cabuk doygunluga ulagir. Tekrar
toksikligi 6nemsizdir. kullanmak i¢in tutulan metallerin
Metal tutulmast hizli ve verim elue edilmesi gerekir.
yiiksektir. Biyokliitle bir iyon| e Metallerin tutulmasi, pH ve metal
degistirici gibi davranur. tiirl gibi etkilere baghdir.
Biyokiitleye tutunan metalier| ¢ Organometalik bilegikler olugarak
kolaylikla elue edilebilir ve geri| metabolik degradasyon
kazanilabilir. gerceklesmez.
¢ Metallerin  baglandigi  uglarmn
artis1 miimkiin degildir.

Canl1 Mikroorganizma Immobilize Ederck Metal Tutma

Avantaj

Dezavantaj

Metallerin baglandig1 uglar doy-
gunluga ulagsmaz. Uglar doldugun-
da, mikroorganizma yeni uglar
olusturur.

Metaller hiicre i¢ine alindif igia,

¢ Toksikkik etkisi nedeniyle metal

derigsimlerinin belli bir diizeyde
tutulmasi gerekir.
Mikroorganizmanin fizyolojisine
uygun sartlarda ¢alisiimalidir.

metal tutmas1 pH’nin degismesin-| ¢ Besin maddelerine gereksinim
den etkilenmez. vardir.
Metabolik aktivite sonucunda|e Ortama metabolik atiklar atilir.

metallerin  yiikseltgenme basa-
maklarinda degismeler olabilir.
Ayrica, organometalik bilegikler
olugur.

L 4

Ortama sindirilemeyen besin mad-
deleri atilir.

Metaller hiicre igerisine alindig:
icin geri kazanilmasi miimkiin
degildir.
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3.4. Immobilizasyon Yontemleri

Mikroorganizmalarin yiizeye tutunmalari, mikrobiyal ekoloji agisindan 6nemli
rol oynar. Ylizeyde hiicrelerin biiylimesi ile olusturulan “biyofilmler”,
mikroorganizmalarin kullanildi1 endiistriyel islemlerde olduk¢a yaygimndir.
Son yillarda gelistirilen enzim immobilizasyonu teknikleri mikroorganizma
immobilizasyonunda da kullanilmaya baglanmigtir. Boylece ylizeye tutunma
seklinde gergeklestirilen mikroorganizma immobilizasyonu teknikleri yeni bir

boyut kazanmigtir [42].

Hiicrelerin fiziksel olarak kati bir destek igine hapsedilmesi veya kati
ylizeyinin belirli yerlerine tutuklanmasina “mikroorganizma
immobilizasyonu” denir. Mikroorgarizma immobilizasyonunda ii¢ etkin kisim
vardir. Bunlar, mikroorganizma, kat1 veya jel destek ve immobilize
mikroorganizmanin etrafin1 saran ¢ozeltidir. Bu ¢6zeltinin kimyasal 6zelligi
ana ¢Ozeltininkinden olduk¢a farkli olup, “mikro-gevre” olarak adlandirilir.
Immobilize mikroorganizmalar karmagik yapida olmasmna ragmen kolaylik

saglamast agisindan kiiresel veya ince bir film olarak kabul edilmektedir.
Mikroorganizma immobilizasyonunda su yontemler kullanilmaktadir:
1)) Yiizeye immobilizasyon

II)  Gozenekli matriks i¢inde hapsetme
II) Engel arkasinda tutma
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3.4.1. Yiizeye immobilizasyon

Bu metotta mikroorganizma yiizeye bag yapmadan immobilize olur.
Immobilize olan mikroorganizmalar tek tabaka halinde olup, tabaka kalnlig
yaklagik 1 mm’dir. Mikroorganizma immobilizasyonu dogada yaygin olarak
goriiliir. Buna verilecek en basit 6rnek, dis plakasindaki mikroorganizmalardir.
En eski mikroorganizma immobilizasyonu yontemi, asetik asit tiretmek igin
odun pargalarna mikroorganizma immobilize edilmesidir.

Mikroorganizmalarin ylizeye immobilize olmas1 $ekil 3.1° de gosterilmistir.

Mikroorganizmalarin yiizeye immobilizasyonu yoéntemi, uygulamasi kolay
oldugu i¢in olduk¢a yaygin kullanilmaktadwr. Bu  yontemde
mikroorganizmalarin dayanikhligi, mikroorganizmanin ve destek maddesinin
tiiriine baghdir. Bu sistemde mikroorganizmalar ile ¢ozelti arasinda hi¢ bir
engel tabakasi yoktur. Ancak, destek lizerinde olusan biyofilm tabakasinin
kalinligin1 kontrol etmek oldukga zordur.

Destek yiizeyine mikroorganizma immobilizasyonu yontemi sanayi alaninda,
Ozellikle atik sularin aritilmasi amaciyla, oldukga yaygin kullanilmaktadir.
Genellikle karakterizasyonu yapilmamis mikroorganizmalar, kum veya tas
yiizeylerinde biyofilmler olugturmaktadir.

Hiicreler, gluteraldehitle ¢apraz baglama, silika jel silanizasyonu ve metal
oksitlerine gelatlama ile kimyasal olarak da baglanabilirler. Kovalent olarak

baglanan hiicreler ve adsorpsiyon ile tutuklanan hiicreler birbirine benzerdir.
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Besin
¢Ozeltisi

Biyofilm deste

Sekil 3.1. Mikroorganizmann yiizeye immobilizasyonu

3.4.2, Gozenekli matriks icinde hapsetme

Gozenekli matriks iginde mikroorganizmalarin hapsedilmesi iki gekilde olur:

I) Mikroorganizmalar, daha 6nceden yapilmig olan gézenekli bir matriks icine
difiizlenir. Mikroorganizmalar biiylimeye baglaymnca, ortamdaki diger
mikroorganizmalar ve matriks tarafindan hareketleri engellenir. Bdoylece,
mikroorganizmalar matriks i¢ine hapsedilmis olur. Matriks, immobilize olmug
mikroorganizmalar: di ortamdaki etkilerden korur.

Mikroorganizmalarin hapsedilmesinde bir ¢ok matriks kullamilir. En ¢ok
kullanilan matriks tiirleri, gézenekli cam, briketler, volkanik kayalar ve gegitli
seramiklerdir.

IT) Gozenekli matriks, mikroorganizmalarin bulundugu ortamda hazirlanirken
mikroorganizmalar1 ¢evrelemesi saglanir. En yaygn kullanilan yontem,
mikroorganizma etrafinda polimerik madde sentezlenerek mikroorganizmanin
hapsedilmesi yontemidir. Ayrica, mikroorganizmalarin jel i¢cinde hapsedilmesi
yontemi de kullanilmaktadir.
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Gozenekli matriks iginde mikroorganizma hapsedilmesi Sekil 3.2°de
gOsterilmigtir.

Besin
¢Ozeltisi

Sekil 3.2. G6zenekli matriks iginde mikroorganizma hapsedilmesi

Onceden hazirlanmis matrikslerin  sikigtirmaya  dayamikli  olmas1  ve
mikroorganizmalarin bilylimesinde zararli herhangi bir etkisinin bulunmamasi,
mikroorganizma ortaminda hazirlanan matrikslere gére bazi avantajlar saglar.
Bunun yaninda, 6nceden hazirlanmig matrikslerde yiiksek yogunlukta hiicre

olusturulamamasi bunlar i¢in bir dezavantajdir.

3.4.3. Engel arkasinda tutma

Bu yontemde de Onceden hazirlanmig engeller veya mikroorganizmanin
bulundugu ortamda hazirlanmig engeller yaninda birbirleriyle karigmayan ve
aralarinda sivi-sivi temas yiizeyi olusturan sivilar da kullamlabilir. Son
zamanlarda yapilan c¢aligmalarda, yari-gegirgen membranlar engel olarak
kullamlmak suretiyle mikroorganizma immobilizasyonu yapilmigtur.

Engel arkasinda mikroorganizma tutulmas: Sekil 3.3’ de gésterilmistir.
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Besin
¢Ozeltisi

Mikrokapsiil

Sekil 3.3. Engel arkasinda mikroorganizma tutuklanmasi

immobilize mikroorganizmalarmn, serbest mikroorganizmalara gére en biiyiik

avantaj1 daha uzun siireli igleve sahip olmalandir.
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4. DENEYSEL KISIM
4.1. Cihaz ve Malzemeler

4.1.1. Atomik absorpsiyon spektrofotometresi

Bu calijmada GBC 933AA model alevli AAS kullanilmig olup ¢aligilan

elementler icin aletsel parametreler Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1.Aletsel Parametreler

Element { Caligilan Lamba Yarik Asetilen | Zemin
dalgaboyu | Akimi | Genisligi | Akis Hiz1 | Diizeltme
(nm) (mA) (om) | L/dakika | (DL)
Cu 324,7 3,0 0,5 2 Var
Ni 232,0 4,0 0,2 2 Var
Zn 213,9 5,0 0,5 2 Var

Atomlagma ortamu olarak hava/asetilen alevi, zemin absorpsiyonlarini

diizeltmek i¢in de d6teryum lambasi kullanilmagtir.

4.1.2. pH metre

Deneylerde ¢ozeltilerin pH’sin1 ayarlamak igin NEL marka 890 model dijital
pH metre kullanilmigtir.
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4.2. Reaktif Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Deneylerde analitik saflikta reaktifler kullanildi. Hazirlanan stok ve standart

element ¢dzeltileri polietilen giselerde muhafaza edildi.

4.2.1. Stok bakar ¢ozeltisi; 1000 pug/mL

1,965 g CuS045H,0 (Riedel-deHaen), 10 mL 0,1M hidroklorik asitte
coziilerek toplam hacim damitik su ile 500 mL’ye tamamland:.

4.2.2. Stok cinko ¢ozeltisi; 1000 pg /mL

1,042 g ZnCl, (Merck), 10mL 0,1M hidroklorik asitte ¢oziildiikten sonra
toplam hacim damitik su ile 500 mL’ye tamamlanda.

4.2.3. Stok nikel ¢ozeltisi; 1000 png /mL

2,041 g NiClL.6H,O (Merck), damitik su ile ¢o6ziilerek toplam hacim
500mL’ye tamamlandi.

4.2.4. Standart cozeltiler; 100 pg /mL

Madde 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3°de bahsedilen stok ¢ézeltilerden seyreltme yolu ile
100 pg/ml.’lik standart ¢gozeltiler hazirland.
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4.2.5. Sodyum Kkloriir ¢ozeltisi; 1 M

5,844 g NaCl (Merck) damitik su ile ¢oéziilerek toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

4.2.6. Sodyum Kkloriir ¢dzeltisi; 0,5 M

2,922 g NaCl (Merck) damitik su ile ¢oziilerek toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

4.2.7. Sodyum Kloriir ¢ozeltisi; 0,1 M

0,584 g NaCl (Merck) damitik su ile g¢6ziilerek toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

4.2.8. Potasyum kloriir ¢ozeltisi; 1 M

7,456 g KCl (Merck) damitik su ile ¢oziilerek toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

4.2.9. Potasyum Kkloriir ¢ozeltisi; 0,5M

3,728 g KCl (Merck) damitik su ile g¢oziilerek toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi.
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4.2.10. Potasyum Kkloriir ¢ozeltisi; 0,1 M

0,745 g KCl (Merck) damitik su ile goziilerek toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

4.2.11. Potasyum tiyosiyanat ¢ozeltisi; 0,1 M

0,971 g KSCN (Merck) damitik su ile ¢éziilerek toplam hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

4.2.12. Amonyum Kkloriir ¢ozeltisi; 0,1M

0,534 g NH4Cl (Merck) damitik su ile géziilerek toplam hacim 100 mL’ye
tamamland.

4.2.13. Sodyum karbonat ¢ozeltisi; 0,1M

1,059 g Na,COs (Riedel-deHaen) damitik su ile ¢oziilerek toplam hacim 100
mL’ye tamamlandi.

4.2.14. Glisin, glisin hidrokloriir tamponu; pH:2

5,42 g H,NCH,COOH (Merck) damutik su ile ¢oziilerek, 4,5 mL derigik HCI
(Carlo Erba) ¢ozeltisi ilave edildi. Toplam hacim damitik su ile 500 mL’ye

tamamlandi.
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4.2.15. Asetik asit, sodyum asetat tamponu; pH:4

1,3 g NaCH3;COO.3H,0 (Carlo Erba) damitik suda ¢oziilerek, 2,9 mL derisik
asetik asit (BDH) ilave edildi. Toplam hacim damitik su ile 500 mL’ye
tamamlandi.

4.2.16. Sitrat tamponu; pH:6

10,5 g C¢HgO7.H,O (Merck) ve 5,33 g NaOH (Carlo Erba) damitik suda
coziilerek, toplam hacim damitik su ile 500 mL’ye tamamlandi.

4.2.17. Fosfat tamponu; pH:6

6,8 g KH,PO4 (Carlo Erba) ve 1,08 g K,HPO, (Carlo Erba) damitik suda
¢Oziilerek toplam hacim 500 mL’ye tamamlandi.

4.2.18. Amonyak, amonyum kloriir tamponu; pH:8
2,67 g amonyum kloriir (Merck) damitik suda ¢oziilerek iizerine 0,2 mlL

amonyak ¢ozeltisi (Merck) (%25°1lik d=0,91 g/mL) ilave edildi. Toplam hacim
500 mL’ye tamamlandi.

4.2.19. Hidroklorik asit ¢ozeltisi; 1M

%35’lik (d= 1,18 g/mL) hidroklorik asit (Carlo Erba) ¢6zeltisinden 8,8 mL
alinarak toplam hacim damitik su ile 100 mL’ye tamamland.
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4.2.20. Hidroklorik asit ¢ozeltisi; 0,5M

%35°1ik (d=1,18 g/mL) hidroklorik asit ¢ozeltisinden 4,4 mL alinarak toplam
hacim damitik su ile 100 mL’ye tamamlandi.

4.2.21. Hidroklorik asit ¢ozeltisi; 0,1M

%35°1ik (d=1,18 g/mL) hidroklorik asit ¢dzeltisinden 4,4 mL alinarak toplam
hacim damitik su ile 500 mL’ye tamamland:

4.2,22, Kalibrasyon cozeltileri

Kalibrasyon ¢ozeltileri, derisim ile absorbans arasindaki lineer iligknin
saglandig1 bolgede, derisimleri Cu ve Ni ig¢in 1-3-5 pg/ml., Zn i¢in 0,5-1-2,5
pg/mL olacak sekilde standart ¢ozeltilerin (Madde 4.2.4) seyreltilmesi ile

analizlerin yapildig1 giin hazirlanmigtir.

4.2.23. Ponza tas:

Volkanik bir tag olan ponza tag1 degisik isimlere sahip olup, bol gézenekli,
kopiik benzeri bir volkan camudir. Cok eskiden beri ¢esitli maddelerin

ovalanarak parlatilmasinda agindirici olarak kullanilmaktadr.

Ponza tagi, yayillma aninda tiimiiyle sivi olan ve kristallesmeye olanak
kalmadan hizla sofuyan bir piroklastik korkayactir. Katilagtifinda, iginde
¢ozlinmiis olan buharlar aniden digar1 ¢ikar ve tiim kiitle bir kopiik bigimini
alarak hizla pekisir. Ponza tagindaki bogluklar  yuvarlak, uzun yada

tablamsidir. Bunlarm bigimi katilagan lavin akig diizenine baglidur.
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Ponza tagimin asidik ve bazik olarak iki tlirli vardir. Asidik ponzanin
yogunlugu 0,5-1 g/cm’, bazik ponzanim ise yogunlugu 1-2 g/cm” tiir. Yapisinmn
bol gézenekli olmas1 nedeni ile ponzanin 1s1 ve ses gecirgenligi diigliktiir.

Biinyesinde kristal suyu yoktur.

Ponza tas1 en ¢ok insaat alaninda kullanilmaktadir. Ayrica tekstil, kozmetik,
boya sanayii ve tarmmsal alanda da kullamilmaktadir. Ponzanin kimyasal
bilesimi genig smnirlar icerisinde degismektedir. Ponza taginin kimyasal

bilesimi Cizelge 4.2’de verilmigtir.

Ponza tag1 ilk olarak saf su ile yikandi. Daha sonra 105 °C’da kurutuldu ve
sabit tartima getirildi.

Cizelge 4.2 Ponza Taginin Kimyasal Bilesimi [43]

Bilesen Kiitlece %
SiO, 60 - 75
AL O3 13-15
Fe,0O; 1-4
Na,O 2-5

K,0 3-4

Ca0O 1-2
MgO 1-2

Ateste kayip 4-5
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4.3. Mikroorganizmanin Hazirlanmasi

4.3.1. Kat1 ortam

Litresinde 3 g malt 6zii (malt extract), 3 g maya 6zii (yeast extract), 10 g
glikoz, 5 g pepton ve 15 g agar igeren sulu ¢ozeltiler hazirlanip otoklavda
120°C’da 30 dakika sterilize edildikten sonra petri kaplarma dokiildi ve
katilagmaya birakilarak Saccharomyces cerevisiae’nin agilanacagi kati ortam
hazirlandi. Hazirlanan kati ortama sterilize platin tel ile Saccharomyces
cerevisiae asilanarak 30 °C’luk bir ortamda biiylimeye birakildi. Kati ortamda
biiyliyen Saccharomyces cerevisiae’nin bagka mikroorganizmalar tarafindan
kontamine olmamasi, kat1 ortamda biiylimesinin durdurulmasi ve uzun siire

bozulmadan kalabilmesi amaciyla +4 °C’da muhafaza edildi.

4.3.2. Swvi ortam

0,9 g malt exfract, 1,8 g yeast extract, 3 g glikoz, 1,5 g pepton, 1,05 g
amonyum siilfat damitik suda ¢6zlildii. Fosfat tamponu kullanilarak ortamin
pH’s1 6 degerine (Madde 4.2.17) tamponlandi. Toplam hacim damitik su ile
300 mL’ye tamamlandi [24].

4.4. Mikroorganizmanin immobilizasyonu

Madde 4.3.2°de bahsedilen siv1 besi ortamu igerisine ponza tag1 (yaklasik 8 g)
(Madde 4.2.23) bir tel yardim ile askida kalacak sekilde yerlestirildi. Besi
ortam1 ve ponza tagi birlikte otoklavda 120 °C’da 30 dakika sterilize edildi.

Daha sonra kati besi ortaminda bulunan Saccharomyces cerevisiae’dan
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(Madde 4.3.1.) sterilize platin tel ile asilama yapildi. Asilanmig besi ortami
30 °C’da 100 rpm hizda galkalamali karigtiricida 15 saat bekletilerek
Saccharomyces cerevisiae’nin ponza tas1 ylizeyinde ve gézenekler igerisinde
biliylimesi saglandi. Daha sonra maya immobilize edilmis ponza tag1 besi
ortammdan almip saf su ile yikandiktan sonra %10’luk formaldehit
¢ozeltisinde 30 dakika bekletildi. Bdylece hem Saccharomyces cerevisiae’nin
6lmesi hem de formaldehitin Saccharomyces cerevisiae’ya ¢apraz baglanmasi
sagland1 [44]. Olii mikroorganizmalar 105 °C’da sabit tartima gelinceye kadar
kurutuldu. Ponza taginin orijinal gozenekli yapisinin bozulmamasi ve tekrar
kullanimda kolaylik saglamasi i¢in adsorpsiyon ¢aligmalarinda taglar biitiin
pargalar halinde kullanildi.

4.5. Adsorpsiyon Calismasi

Adsorpsiyon galigmalar1 kesikli (batch) yontem ile yapildi. Uygun tampon
¢Ozeltiler kullanilarak hazirlanan 250 mL’lik ¢ozeltiler 500 mL’lik erlenlere
alindi. Maya immobilize edilmis ponza taglar1 bir tel yardimi ile askida
kalacak gekilde ¢ozelti igerisine yerlestirildi. Erlenler ¢alkalamali karigtiricida
100 rpm hizda 25 °C sabit sicaklikda bir saat karigtrildi. Daha sonra
¢ozeltiden numune almarak 0,45 pm gozenekli siizge¢ kagidindan siiziildii.
Numunelerdeki metal iyonu AAS ile analiz edildi. Sonuglar, mikroorganizma
immobilize edilmi§ ponza tagmnin 1 graminda adsorplanan metal miktar
hesaplanarak verildi. Ayrica mikroorganizma immobilize edilmemis ponza
tag1 ile mikroorganizma immobilize edilmi§ ponza tagimin adsorpsiyon

ozelliklerinin kargilagtiriimasina yonelikde ¢aligmalar yapild.
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4.6. Desorpsiyon Cahsmasi

Desorpsiyon ¢aligmalar1 da kesikli (batch) yontem ile yapildi. Farkl
derisimlerde 100 mL’lik desorpsiyon ¢o6zeltileri hazirlandi. Adsorplanmig
metal iyonlarmin desorpsiyonu i¢in HCI ¢ozeltilerinin ve tuz g¢ozeltilerinin
etkileri arastirildi. Desorpsiyon iglemi galkalamali karistiricida 25 °C sabit
sicaklikta, 100 rpm hizda bir saat silire ile karigtirilarak gerceklestirildi.
Desorpsiyon ¢ozeltilerinden alinan numuneler 0,45 pm gozenekli slizgeg

kagidindan stiziildii. Desorbe olmug metal iyonu AAS ile analiz edildi.

4.7. Hesaplama Yontemi

Adsorpsiyon ¢aligmalarinin sonuglar1 1gram kuru adsorban bagina adsorplanan
metal miktar: olarak hesaplandi.

(ug) Adsorplanan metal miktar1 = % “4.1.)

A:adsorplanan metal miktar1 (ug)

B: Adsorban miktar (g)

Desorpsiyon ¢aligmalarinin sonuglar1 ise, geri kazanilan metal miktarmm

adsorplanan metal miktarina oranlanarak hesaplandi.

Desorpsiyon ortamina salinan metal miktar (pg)
Adsorplanan metal miktart (ug)

%Desorpsiyon = x100 (4.2.)
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4.8. AAS ile Analiz Yontemi

AAS ile yapilan analizlerde kalibrasyon grafiklerinden faydalanilmigtir.
Kalibrasyon iglemlerinde kullanilan kalibrasyon ¢6zeltilerinin (Madde 4.2.22)
matriksleri, adsorpsiyon ve desorpsiyon i¢in kullanilan ¢ozeltilerin
matrikslerine benzetilmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler kullanilarak her element

icin kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.

4.9.Deneyler

Caliymada oncelikle, her element igin maksimum adsorpsiyonun saglandigi
pH’lar belirlendi. Sonra, belirlenen optimum pH degerinde metal
adsorpsiyonuna zamanin etkisi ve baglangi¢ derigiminin etkisi incelendi.

Ayrica desorpsiyon i¢in uygun elue edici ¢ézelti tiirii ve derisimi belirlendi.

4.9.1. pH’nin adsorpsiyona etkisi

Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis ponza taginda, maksimum
adsorpsiyonun saglandig1 pH araliini bulmak amaciyla bakir, ¢inko ve nikel
iyonlar1 i¢in derigsimleri 3 pg/mL olan 250 ml hacminde bir seri ¢dzelti
hazirlandi. Cozeltilerin pH’lar1 tampon kullanilarak (Madde 4.2.14, Madde
4.2.15, Madde 4.2.16, Madde 4.2.18) 2-8 araligmma tamponlandi. Kullanilan
tampon ¢ozeltiler Cizelge 4.3’de verilmistir. Cozeltiler S00 mL’lik erlenlere
alindi, maya immobilize edilmis ponza taglar1 bir tel yardim ile askida kalacak
sekilde erlenlere yerlestirildi. Erlenler ¢alkalamali karigtiricida 100 rpm hizda
25 °C sabit sicaklikta bir saat kargtirildi. Daha sonra ¢Ozeltiden numune
alinarak 0,45 pm gozenekli slizge¢ kagidindan siiziildii. Numunelerdeki metal
iyonu AAS ile analiz edildi.
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Ayrica, mikroorganizma immobilize edilmemis ponza tag1 ile mikrorganizma
immobilize edilmis ponza tagmin adsorpsiyon &zelliklerinin kargilagtiriimasi

amactyla yalnizca ponza tag1 kullanilarak deneyler tekrarlandi.

Cizelge 4.3 Kullanmilan Tampon Cozeltiler

pH Degerleri 2 4 6 8
Tampon Glisin Asetikasit | Disodyum- | Amonyak-
Cozeltiler Glisin- Sodyum Trisodyum | Amonyum
hidrokloriir Asetat Sitrat Kloriir

4.9.2 Zamanin adsorpsiyona etkisi

Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis ponza taginda, metal iyonlarmm
adsorpsiyonuna zamanin etkisini aragtirmak amaciyla bakir, ¢ginko ve nikel
i¢in baglangi¢ dersimi 3 pg/mL olan 250 mL hacminde ¢6zeltiler, standart
cozeltilerden (Madde 4.2.4) seyreltme yolu ile hazirlandi. Cozelti ortami
optimum pH olarak belirlenen (Madde 4.9.1) degere tamponlandi (Madde
4.2.16). Cozeltiler 500 mL’lik erlenlere alindi, maya immobilize edilmig
ponza taglar1 bir tel yardimi ile askida kalacak gekilde yerlestirildi. Erlenler
galkalamali karistiriciya yerlestirilerek 100 rpm hizda 25 °C sabit sicaklikta
karigtinnldi. Belirli zaman araliklarinda (1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 45,
60.dakikalarda) ¢Ozeltiden numune almarak 0,45 um goézenekli siizgeg
kagidindan siiziildii. Numunelerdeki metal iyonu AAS ile analiz edildi.
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4.9.3.Baslangi¢ derisiminin adsorpsiyona etkisi

Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis ponza taginda, metal iyonlarmin
adsorpsiyonuna baglangi¢ derigsiminin etkisini aragtirmak amaciyla, bakir,
¢inko ve nikel iyonlar i¢in derigimleri 10, 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 550, 600, 650 pg/mL olan 250 mL hacminde ¢bzeltiler
hazirlanarak ortam pH 6 degerine tamponland: (Madde 4.2.16). Cézeltiler 500
mL’lik erlenlere alindi, maya immobilize edilmis ponza taglar1 bir tel yardim
ile askida kalacak sekilde yerlestirildi. Erlenler ¢alkalamali karigtiriciya
yerlegtirilerek 100 rpm hizda 25 °C sabit sicaklikta bir saat karigtirildi. Daha
sonra ¢Ozeltiden numune alinarak 0,45 pm gozenekli siizge¢ kagidindan

sliziildli. Numunelerdeki metal iyonu AAS ile analiz edildi.

4.9.4. Desorpsiyon yontemi

Adsorbanda tutunan metallerin geri alinmas1 (desorpsiyon), adsorbanin tekrar
tekrar kullanilabilmesi agisindan ©nemlidir. Bu nedenle Saccharomyces
cerevisiae immobilize edilmis ponza taginda, adsorplanan metal iyonlarmnin
desorpsiyon yoOntemleri de aragtirildi. Literatiirde genellikle geri kazanma
islemlerinin HCI, HNO; ve tuz ¢6zeltileri ile yapildig: belirtilmektedir [45-47].
Ancak Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis ponza tag1 pH 1 ve
altindaki degerlerde oldukga pargalanmaktadir. Bu nedenle desorpsiyon igin
6nerilen diger ¢ozeltiler aragtirildi. Kargilagtirma yapmak amaci ile hidroklorik
asit ¢Ozeltisinin desorpsiyona etkisi de incelendi. Desorpsiyon islemi asidik
cozeltilerle yapildig: i¢in desorpsiyona ortamin pH’sinin etkisi biiyiiktiir. Tuz
¢ozeltileri ile yapilan desorpsiyonda ortam pH 2 degerine tamponlanarak hem

diigiik bir pH degerinde ¢aligildi hem de ponza taginin pargalanmasi 6nlendi.
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Desorpsiyon igin KCl, NaCl, KSCN, NH,C1 ve Na,CO; ¢ozeltileri kullanildi.
Bu amagla derisimleri 0,1 M olan 100 mL hacmindeki pH degeri 2’ye
tamponlanmig tuz ¢ozeltileri igerisine metal adsorplamig Saccharomyces
cerevisiae immobilize edilmis ponza tas1 bir tel yardimi ile yerlestirildi.
Na,CO; bazik bir tuz oldugu igin c¢aligmalarda bu ¢6zelti igin tampon
kullanilmads. Calkalamali karistiricida 25 °C sabit sicaklikta 100 rpm hizda bir
saat slire ile kanigtirildi. Cozeltiden alinan numuneler 0,45 um gozenekli

stizgec kagidindan siiziildii ve ¢ozeltideki metal iyonlarl AAS ile analiz edildi.

Cozelti derisiminin desorpsiyona etkisini belirlemek igin en yiiksek geri
kazanmanin elde edildigi KCl ve NaCl tuzlarmin konsantrasyonlari
degistirildi. Bu amagla 0,5 ve 1 M’lik KCl ve NaCl ¢ozeltileri kullanildi.
Sonuglar madde 4.7°de verilen egitlikle hesaplandi.

4.9.5 Tekrar kullanilabilirlik

Mikroorganizma immobilize edilmi§ ponza taginin, adsorban olarak tekrar
tekrar kullanilmasmim elementlerin adsorpsiyonuna etkisi arastirildi. Bu
amagla bakir, ¢inko ve nikel i¢in derigimi 3 pug/mL olan 250 mL hacmindeki
pH’s1 6 olan ¢dzeltilerle adsorpsiyen islemi, desorpsiyon iglemi de pH’s1 2
olan 1 M’lik KCl ¢ozeltisi ile gergeklestirildi. Her adsorpsiyon islemi sonunda
alinan numuneler 0,45 pm gozenekli siizge¢ kagidindan siiziilerek AAS ile

analiz edildi.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢aligmada ponza tasmma Saccharomyces cerevisiae immobilize edildi.
Mayanin ponza tagina immobilize olup olmadifi, ponzanin immobilize
isleminden onceki ve sonraki kiitleleri arasindaki farktan anlagildi. Ayrica
maya immobilize olmus ponza tasi ile maya immobilize olmamis ponza tagi
arasmdaki fark 0,1 M HCI ¢6zeltisinin etkisiylede gozlendi. Maya immobilize
olmamig ponza tag1 asidin etkisi ile kahverengi olmakta, ancak maya
immobilize olmug ponza tas1 ylizeyin ve gozeneklerin maya ile kaplanmasi
nedeniyle beyaz rengini muhafaza etmektedir. Elde edilen sonuglar {i¢

deneysel ¢aligmanin ortalamasi olarak verilmistir.

5.1. pH’nin Adsorpsiyona Etkisi

Saccharomycess cerevisiae immobilize edilmis ponza tagina metal iyonlarinin
adsorpsiyonunun pH ile degisimi Sekil 5.1’°de verilmistir. Sekilden
adsorplanan metal miktarinin ortamin pH’sina baghh olarak degistigi
goriilmektedir. Bu da literatiir bilgilerine goére, metabolizmadan bagimsiz
olarak gerceklesen biyosorpsiyonun, pH’min bir fonksiyonu oldugunu
gostermektedir [11]. Diisiik pH degerlerinde metal iyonlarmin adsorpsiyonu
olduk¢a azdir. Bu degerlerde metal iyonlarmin baglandig: uglar protonlar
tarafindan doldurulmaktadir [48]. Ortamin pH’s1 arttikga metal iyonlarnin
adsorpsiyonuda artmaktadir. Cu, Zn ve Ni iyonlarmin adsorpsiyonu pH 4-6

aralifimda maksimuma ulagmaktadir. Bu degerler diger ¢aligmalarla

uyumiudur [40].

Metaller hiicre duvarindaki biyopolimerlerde bulunan fonksiyonel gruplara,
protonlarla yer degistirerek baglanirlar. Karboksil ve siilfat gruplarina ise,
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ortaklanmamis elektronlarla elektrostatik olarak baglanirlar. Ortam
baziklestiginde ise metal adsorpsiyonu azalmaktadir. Bazik ortamda iyonik ve
iyonik olmayan hidroksit kompleksleri olugmasi adsorpsiyonun azalmasina
neden olmaktadir [49].

30

N
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1

N
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Adsorplanan metal miktar (ug/g adsorban)
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Sekil 5.1 Mikroorganizma immobilize edilmis ponza taginda metal

adsorpsiyonuna ¢6zelti pH’sinin etkisi

Mikroorganizma immobilize edilmemis ponza tagina metal iyonlarinin

adsorpsiyonunun pH ile degisimi Sekil 5.2’de verilmigtir. Mikroorganizma
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immobilize edilmis ponza taginin adsorpsiyon 6zelligi ile ponza taginin tek

bagina kullanildigindaki adsorpsiyon 6zelliginin farkli oldugu goriilmektedir.

Adsorplanan metal miktar (ug/g adsorban)
(4]

4 4
3 m
——Cu
2 ~&-7n
—&—Ni
1 .
0 Jﬁ T L 1 T J1
0 2 4 6 8 10

pH
Sekil 5.2. Mikroorganizma immobilize edilmemis ponza taginda metal

adsorpsiyonuna g6zelti pH’sinin etkisi

5.2 Zamanin Adsorpsiyona Etkisi

Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis ponza tagina metal iyonlarinin
adsorpsiyonuna zamanin etkisi Sekil 5.3’de goriilmektedir. Bir saatlik
adsorpsiyon sliresi sonunda her ii¢ iyonun da maksimum adsorpsiyon degerine

ulagtig1 gozlenmigtir. Her ii¢ metal iyonunun biiylik bir kisminn ilk 20
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dakikada adsorpsiyonu tamamlanmaktadir. Bakir iyonlarmin adsorpsiyonu 30
dakikada maksimum degere ulagmugtir. Nikel ve ¢inko iyonlarinin
adsorpsiyonu ise 45 dakikada maksimum degere ulagmigtir. Elde edilen
sonuglar, metabolizmadan bagimsiz biyosorpsiyonun hizli bir sekilde

gergeklestigini géstermektedir.

Rhizopus arrhizus’un gozenekli poliliretan kplik {izerine immobilize ederek,
bakir iyonlarinm sulu g¢ézeltilerden uzaklagtirildig: bir ¢aligmada [20] bakir
iyonlarmin biiyiik bir kismimin mikroorganizmalar tarafindan ilk 10 dakikada
adsorplandigini, ilk 20 dakikada ise adsorpsiyonun tamamlandigim
belirtmislerdir. Diger bir ¢aligmada [50] ise krom iyonlarinin Thiobacillus
ferrooxidans ’a biyosorpsiyonunun 15 dakika da tamamlandig: belirtilmistir.

Escheria coli ve Pseudomonas putida ile yapilan bir ¢aligmada [51] ise,
maksimum altin biyosorpsiyonu Escheria coli ile 10 dakikada, Pseudomonas

putida ile 15-20 dakika araliginda hizli bir gekilde tamamlandig1 belirtilmistir.
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Sekil 5.3 Zamanin adsorpsiyona etkisi
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5.3. Baslangic Derisiminin Adsorpsiyona Etkisi

Saccharomycess cerevisiae immobilize edilmig ponza tagina metal iyonlarinin
adsorpsiyonuna, metal iyonlarmin baglangi¢ derigsimlerinin etkisi Sekil 5.4’de
goriilmektedir. Baglangi¢ derisiminin etkisi ile metal iyonu adsorpsiyonu
belirli bir degere kadar artmaktadir. Bakir iyonlarmmn adsorpsiyonun
550pg/mL, ¢inko iyonlarmin adsorpsiyonunun 400 pg/mL, nikel iyonlarinin
adsorpsiyonunun ise 450 pg/ml baglangic derisiminden sonra sabit kaldig:
gozlenmistir. Bu baslangi¢ derisimlerinde adsorplanan maksimum bakir iyonu
miktar1 3,18 mg/g adsorban, maksimum g¢inko iyonu miktar1 2,09 mg/g
adsorban, maksimum nikel iyonu miktar1 ise 2,24 mg/g adsorban olarak
bulunmugtur. Bakir, ¢inko ve nikel iyonlarmin Saccharomycess cerevisiae
immobilize edilmis ponza tasina adsorblanmalarina iligkin Freundlich ve
Langmuir izotermleri Sekil 5.5 ve Sekil 5.6°da verilmistir. Izotermlerle ilgili
parametreler Cizelge 5.1°de verilmistir.

Adsorpsiyon izotermlerindende goriildiigli gibi metal iyonlarinin adsorpsiyonu
konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak gerceklesmistir. Freundlich izotermi
lineer korelasyon katsayisi (Cizelge 5.1), Langmuir izotermi korelasyon
katsayisindan daha yiiksektir. Metal adsorpsiyonu, Langmuir izoterm
yaklagimindan daha ¢ok, adsorbe olacak madde konsantrasyonuna bagli olarak
degisen Freundlich izoterm yaklagimina uymaktadir.

Rhizopus arrhizus™un gdzenekli poliiiretan képiik iizerine immobilize ederek,
bakir iyonlarinin sulu ¢ozeltilerden uzaklagtirildig bir ¢aligmada [52] bakir
iyonlarmin biyosorpsiyonunun Freundlich izoterm yaklagimma daha uygun

oldugu belirtilmigtir.




50

Mikroorganizmalarin adsorpsiyon kapasiteleri, mikroorganizmanin tiirline,
metal tiirline, mikrorganizmanin canli veya 6lii olmasina, 6ldiirme y6ntemine,
serbest veya immobilize olmasina, immobilizasyon ydntemine, dgiitiilmesine,
kullanilan destek maddesine, ¢ozelti ortaminda bulunan yabanci iyonlara ve

organik maddelere baglh olarak degisir [20,27,40,53].

Saccharomyces cerevisiae’nin farkli destek maddesine immobilize edilerek
yapilan ¢aligmada [5] bakir ve ¢inko i¢in adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla 56
ve 180 umol/g olarak bulunmusgtur. Diger bir ¢aligmada ise [35] bakir ve ¢ginko
iyonlar1 i¢in adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla 74 pmol/g, 128 pmol/g olarak
elde edilmigtir.

Bu c¢alijmada aym mikroorganizmanin farkli destek maddesine
immobilizasyonu ile yapilan g¢alismalara gére adsorpsiyon kapasitesinin
azaldig1 gézlenmigtir. Bunun nedeni immobilizasyon y6nteminin ve kullanilan
destek maddesinin  farkli  olmasndan  kaynaklanabilecegi  gibi,
mikroorganizmanin oldiiriilmesinde kullanilan formaldehitin
mikroorganizmaya ¢apraz baglanmasi sonucu metal tutma kapasitesinin

azalmasi1 da s6z konusu olabilir.




51

3,5

Adsorplanan metal miktar1 (mg/g adsorban)

0 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

Derisim (ug/mL)

Sekil 5.4. Baslangi¢ Derigiminin Adsorpsiyona Etkisi
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Sekil 5.6. Langmuir Izotermi
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Langmuir izotermi Freundlich izotermi
Metal b K Korelasyon k n Korelasyon
(mg/g) katsayist | (ug/g) katsay1st
Bakir | 10,72 |7,73.10™ 0,888 8,88 1,04 0,994
Cinko | 4,11 |2,31.10° 0,895 10,36 | 1,08 0,989
Nikel | 6,59 |1,16.107 0,770 8,02 1,04 0,997
5.4 Desorpsiyon

Desorpsiyon yonteminde en temel unsur adsorplanan maddenin maksimum
oranda geri kazanilmasidir. Bunun nedeni geri kazanilan madde ya ¢ok
kiymetlidir ya da
saglamaktir. Bir ¢ok caligmada mikroorganizmalar tarafindan adsorplanmig

adsorban maddenin tekrar kullamilabilir olmasim

bakir, ¢inko, nikel gibi bazi iyonlarin geri kazanilmasi HCl g¢ozeltileri ile
saglanmigtir. Ancak bu ¢aligmada destek maddesi olarak kullanilan ponza tagi
pH 1 ve 1’in altindaki degerlerde olduk¢a pargalanmaktadir. Bunu dnlemek ve
yiiksek desorpsiyon verimi saglamak igin desorpsiyon g¢aligmalar1 pH 2
degerinde yiiriitiildii. Derisimi 0,1 M olan tuz ¢6zeltileri ile elde edilen geri
kazanma veriminin diigiik oldugu goriildii. 0,1M’lik KCl ve NaCl ¢ozeltileri
ile her li¢ element i¢in en yiiksek geri kazanma elde edilmigtir. Diger

¢Ozeltilerin geri kazanma verimleri ise diigiiktiir.

Tuz ¢ozeltilerinin konsantrasyonlarinin desorpsiyona etkisi Cizelge 5.2°de
goriilmektedir. Cozeltilerin derigimi arttik¢a desorpsiyon da artmigtir. IM KCl
¢Ozeltisi ile metal iyonlarmmin desorpsiyonlar1 bakir, ¢inko ve nikel i¢in
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sirastyla %89 - %90 - %87 olarak belirlendi. Bu sonuglar 1M HCI ¢ézeltisi ile
elde edilen desorpsiyon degerlerine oldukga yakindir.
Cizelge 5.2 Desorpsiyona Elue Edici Cozelti Tiirii ve Derigiminin Etkisi

Desorpsiyon Derigim
¢Ozeltisinin tiirli | (mol/L) %Desorpsiyon

Cu 7n Ni
0,1 85 88 89
HCI 0,5 91 91 94
1,0 96 93 99
0,1 85 86 82
Kcl’ 0,5 87 88 85
1,0 89 90 87
0,1 80 81 73
NaCl” 0,5 84 84 76
1,0 85 85 77
KSCN" 0,1 74 78 66
NH,Cl' 0,1 72 79 56
Na,COs 0,1 56 42 40

* pH=2

**  Tampon ¢ozelti kullanilmad:
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Saccharomyces cerevisiae’nin farkli destek maddesine immobilize edilerek
yapilan zenginlestirme ¢aligmalarinda demir ve nikel iyonlarn 1M HCI
¢Ozeltisi ile sirasi ile %95 ve %99 oranlarinda geri kazanilmigtir [32].

5.5. Tekrar Kullanilabilirlik

Mikroorganizma immobilize edilmis ponza tagmnin, adsorban olarak tekrar
tekrar kullanilmasinin elementlerin adsorpsiyonuna etkisi aragtirilmigtir. Bu
amagla, bes kez adsorpsiyon ve desorpsiyon islemi tekrarlandi. Bes
adsorpsiyon desorpsiyon iglemi sonunda, adsorplanan metal miktarimnin hemen
hemen sabit kaldign goriildii. Elde edilen sonuglar Cizelge 5.3°de
goriilmektedir. Calkalamal1 karigtiricida yapilan karigtirma islemi sirasinda,
ponza taginin igerisinde bulundugu erlene ¢arpmasi sonucu yipranmasi daha
fazla adsorpsiyon-desorpsiyon islemi yapilmasimmi simnirlamaktadir. Deneylerin
kesikli (batch) yontem yerine kolon yontemi ile yapilmasi, mikroorganizma
immobilize edilmis ponza tagimnin daha fazla tekrar tekrar kullanilabilmesini
saglayacaktir.

Cizelge 5.3. Tekrar Kullanilabilirlik

Kullamim Sayis1| Adsorplanan Metal Miktar:

(ug/g adsorban)
Cu Zn Ni

22,3 27,3 24,1
22,1 26,6 23,5
21,6 26,6 23,1
21,3 26,1 22,8
20,9 24,8 22,4

W B W N o
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SONUCLAR

1. Cu, Zn ve Ni iyonlarinin Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis
ponza tagina maksimum adsorpsiyonunun pH 6’da gergeklestigi gézlendi.

2. Cu, Zn ve Ni iyonlarmin Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis
ponza tagina adsorpsiyonunun ilk 20 dakikada hizhi bir gekilde
gerceklestigi, 45 dakikada dengeye ulastig1 gézlendi.

3. Cu, Zn ve Ni iyonlarinin Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis
ponza tagina adsorpsiyonunun, baglangi¢ derisimine bagli olarak arttigi ve
Cu, Zn ve Ni iyonlarinin maksimum adsorpsiyon miktarlarinin sirasiyla,
3,18 mg/g adsorban, 2,09 mg/g adsorban ve 2,24 mg/g adsorban oldugu
bulundu.

4. Cu, Zn ve Ni iyonlarinin Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis
ponza tagina adsorpsiyonunun, Freundlich izoterm yaklagimina uydugu
gozlendi.

5. Adsorplanan metal iyonlarinin desorpsiyonu 1 M KCl ¢6zeltisi (pH 2) ile
Cu, Zn ve Ni igin sirasiyla % 89, %90 ve % 87 oranlarinda oldugu goriildii.

6. Saccharomyces cerevisiae immobilize edilmis ponza taginin tekrar
kullanimi amaciyla, bes kez adsorpsiyon ve desorpsiyon iglemi tekrarlandi.
Bes adsorpsiyon desorpsiyon islemi sonunda, adsorplanan metal

miktarlarinin hemen hemen sabit kaldig1 goriildii.
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