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Topraktan Cr(VI) gideriminde, biyoremediasyon teknolojileri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Mikrobiyal olarak Cr(VI) indirgenmesinde, mikroorganizmalar toksik
etkisi olan Cr(VI)’y1 Cr(Ill)’e doniistiiriirken ortama ekzopolimerik madde yayarak
EPS-Cr(III) komplekslerinin olusmasina neden olur. Fakat olusan bu kompleks yapinin,
kromun topraktaki tasinimini nasil etkileyecegi goz ardi edilen bir konu olmustur.
Bunun i¢in, Pseudomonas aeruginosa P16 ve Pseudomonas putida P18 suslarindan
izole edilen EPS’lerin kromla olan etkilesimi arastirilarak, literatiirdeki bu bosluk
doldurulmaya c¢alisilmistir. Calismanin birinci asamasinda EPS karakterizasyonu
yapilarak EPS’nin ana bilesenleri tespit edilmistir. Iyon degisimi ve potansiyometrik
titrasyon deneylerinden elde edilen sonuglarin modellenmesi sonucunda P. aeruginosa
P16 ve P. putida P18 bakterilerinden izole edilen EPS’lerde bulunan 6zellikle fosforik
ve karboksilik gruplarinin krom ile kompleks olusturmada biiylik rol istlendikleri

saptanmistir.

Kesikli adsorpsiyon testleriyle de EPS’nin diisiik pH’ larda krom adsorpsiyonu
tizerine herhangi bir etkisi olmadigi, pH 6 ve iistiindeki pH’ larda krom adsorpsiyonunu

azalttig1 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: krom; ekzopolimerik madde; kompleks olusumu; adsorpsiyon;

Pseudomonas bakteri



ABSTRACT

Microbial bioremediation technologies are commonly used to treat soils
contaminated with chromium. Microbial techniques involve bioreduction of a toxic
form of chromium [Cr(VI)] to a non-toxic form [Cr(III)]. During microbial Cr(VI)
reduction, bacteria may release exopolymeric substances (EPS) when exposed to high
concentrations of Cr(VI). The EPS released into solution may then complex with
Cr(III), and thereby change its solution speciation. However, it is not clear to what
extent Cr(Ill) complexation with EPS may affect the stability and mobility of
chromium in the subsurface since the information on the mechanisms of formation of
such Cr-EPS complexes are scarce in the literature. In this study, laboratory ion
exchange and sorption experiments were performed to: 1) characterize the major
components of exopolymeric substances (EPS) extracted from P. aerogenisa P16 and
P. putida P18 characterize, and 2) investigate the influence of exopolymeric substances
(EPS) extracted from P. aerogenisa P16 and P. putida P18 on Cr(IIl) binding with
heterogeneous surface soils. The analysis of ion exchange data shows that Cr(III)
strongly binds with the carboxylic and phosphate groups of EPS molecules leading to
the formation of a 1:1 Cr: EPS complex for P18 EPS and 1:2 Cr: EPS complex for P 16
EPS, respectively.

Batch sorption experiments show that while bacterial EPSs had no impact on
Cr(IIT) sorption to soils at pHs < 6, they led to a decrease in Cr (III) sorption under

alkaline conditions indicating that EPS may impact Cr mobility in subsurface systems.

Key words: chromium; exopolymeric substance; complexation; adsorption;

Pseudomonas bacteria
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1. GIRiS

Mersin ilinde, igme ve sulama suyu kaynaklar1 arasinda yeralt1 sular1 biiyiik
onem tasimaktadir. Ancak yeraltt su kaynaklari ve tarim topraklar1 dogal ve
endistriyel yollardan kaynaklanan biiyiik bir krom kirliligi tehdidi altindadir. Krom,
metal ve kromatlar seklinde bulunan ve ¢ok genis Olciide korozyon onleyici
uygulamalarda, daha az miktarlarda ise vernik, miirekkep ve boya maddeleri
iretiminde kullanilan bir metaldir. Serpantin igeren topraklarda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur [1]. Mersin ilinin kuzeyinde yer alan serpantinlerde,
Ozellikle Mersin-Findikpinar1 civarinda, krom madeni oldugu ve madene yakin
topraklarda ve yeralti sularinda krom kirliliginin oldugu bilinmektedir. Ayrica
Mersin-Kazanli’da 1979’dan beri faaliyet gosteren ve krom iireten Kromsan
Fabrikasi, miktar1 yaklagik 1,5 milyon ton olan eski teknoloji kat1 atiklarini
fabrikanin kendi alani i¢inde depolamistir. Bu atiklar yaklasik %4,5-5,5 oraninda
Cr,0; igermektedir.

Koleli [2] tarafindan yapilan ¢alismaya gore, Mersin ilinde mevcut degisik
tarim arazilerinden alinan toprak numunelerinin toplam Cr igeriginin toprak kirliligi
kontrol yonetmeligindeki sinir degerin ¢ok iistiinde oldugu goriilmiistiir. Kromun
toprak kolonundan sizarak yeraltt suyuna karigmasi, toprakta bulunan krom
bilesiklerinin bitkiler tarafindan alinarak besin zincirine girmesi ve toprakta bulunan
kromun toz halinde havaya karigmas1 veya deri yoluyla viicuda alinmasi gibi farkli

yollarla krom insan sagligini tehdit etmektedir.

Toprakta Cr adsorpsiyonuna ve dolayisiyla hareketliligine etki eden birgok
kimyasal faktor bulunmaktadir. Toprak pH’si, Cr konsantrasyonu, redoks
potansiyeli, kromla bilesik olusturabilen inorganik ve dogal organik asit iyonlari
konsantrasyonlar1 (fulvik asit, humik asit, sitrat), toprak yiizey kimyasi1 ve topraktaki

reaktif bolge miktar1 6nemli kimyasal faktorler arasinda yer almaktadir [3]. Son



yillarda yapilan caligmalara gore bakteriler tarafindan iretilen ekzopolimerik
maddelerin de (EPS) metallerle ¢ok giiclii bilesikler olusturup, metallerin bitkiler
tarafindan alinmasindan, biyoyarayisliligi ve yeralti sistemlerinde taginimina kadar
bir¢cok alanda etkili oldugu goriilmiistiir [4-8]. Sekil 1.1° de krom mobilitesine etki
eden faktorler ve prosesler verilmistir. Gortildiigi tizere, Cr-EPS kompleks olusumu
ve toprak yiizeyine Cr adsorpsiyonu Cr’un yeralti sistemlerinde hareketliligine etki
eden Onemli proseselerin basinda gelmektedir. EPS, bakterilerin degisen ortam
kosullarina uyum saglamak icin ortama yaydiklar1 ve molekiil agirlig1 bir ka¢ binden
bir ka¢ milyon daltona ulasan organik molekiillerdir [9]. Ortamda mikrobiyal
respirasyon ile CO; olusumu, olusan organik asitlerin etkisi ile ortam pH’sinin
degismesi veya ortamdan besin azalmasi gibi durumlar EPS olusumunu tetikler [9-
11]. Ayrica biyofilm igerisinde hiicre yogunlugunun artmasi ile birlikte EPS
pargalayan enzimlerin sentezi EPS olusumu icin bir diger mekanizma olarak
goriilmektedir [10]. Ornegin, yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda (%70 hava
doygunlugu) Pseudomonas aeruginosa biyofilmleri alginik asit gibi yiiksek molekiil
agirlikli organik polimerler iiretmektedirler [12]. Ortamda bulunan bazi toksik
maddeler de EPS olusumunu tetiklerler [11]. Ornegin, Sheng ve ark. [13] tarafindan
yapilan bir ¢alismaya gore, ortamda bulunan Cr ve Cd gibi toksik maddelerin
Rhodopseudomonas acidophila bakterisi tarafindan ortama EPS yayilmasina neden
oldugunu gostermistir. Pseudomonas putida bakteri kiiltiirtiniin Cr(VI)’y1 Cr(III)
indirgenmesi sirasinda ortama EPS yaydig1 ve indirgenen Cr(Ill)’tin bir kisminin
biyofilm hiicreleri {izerine birikirken bir kisminin da ortamda bulunan EPS ile bilesik

olusturdugunu gdstermistir.



Kolloid kopmas! Cozinmeyi arttirici metal-ligand olusumu
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Sekil 1.1. Toprakta krom mobilizasyonuna/immobilizasyonuna etki eden faktorlerin
ve proseslerin sematik gdsterimi: e isareti Cr kolloidini, (s) sivi bilesikleri, (k) kati
bilesikleri, (ads) adsorbe olan bilesikleri ve EPS ise ekzopolimerik madde ligandini

temsil etmektedir.

Bir ¢alismada glukoz ile beslenen bir anaerobik kemostat igerisine eklenen
yilksek krom dozajina karsi uyum saglamak i¢in kemostat icerisinde bulunan
bakteriler tarafindan, ortama EPS ve ¢0zilinebilir organik iirtinler yayildigi
saptanmistir [14]. Polisakkaridler EPS’nin temel yapisini olustururken proteinler,
karbohidratlar, nukleik asit ve lipid gibi molekiiller EPS’nin diger yapr taslar1 olarak
goriilmektedir. Proteinler icerisinde bol miktarda negatif yiikli amino asitler
bulunmaktadir [15]. Hung ve ark. [16], Pseudomonas fluorescens Biovar II
kiiltiirinden saflastirdiklart EPS molekiillerinde bulunan uronik asitin EPS’deki
toplam karbohidratlarin %70’ini olusturdugunu ve ayrica saflastirilan EPS igeriginde
asidik ve notral seker gruplarina (glukoz, fukoz, galaktoz vs.) ilaveten %2 oraninda
da protein bulundugunu saptamislardir. Metallerin EPS ile bilesik olusturmasinin en
onemli nedeni, EPS igerisinde bulunan ve genelde negatif yiiklii karboksil, amino ve

fosfat gibi reaktif fonksiyonel gruplarm bulunmasidir [5, 17]. Ozellikle, karboksil



gruplar asidik EPS fonksiyonel gruplarinin temelini olusturmakta ve metallerle
bilesik olusturmada biiyiik rol tstlenmektedir [5, 16, 18]. Bazi calismalar ise
mikrobiyal EPS’de mevcut fosfat fonksiyonel gruplarininda karboksilik gruplar
kadar metal baglanmasinda etkili oldugunu gostermektedir [19, 20].

Ancak giiniimiize kadar literatiirde Cr-EPS bilesikleri lizerine herhangi bir
calisma yapilmadigindan, EPS’nin kromun suda olusturacagi bilesikleri nasil
etkileyecegi tam olarak bilinmemektedir. Puzon ve ark. (2005)’e gbére mikrobiyal
prosesler sonucu ortaya ¢ikan organik molekiiller Cr(Ill) ile kompleks olusturarak
Cr(Ill)’u ¢ozlinmiis iyonlar halinde suda tutmaktadir [6]. Harper ve ark. [21],
tarafindan yapilan bir caligmaya gore ise, mikrobiyal EPS i¢ersinde bulunan -COOH
gruplarinin Pu(IV) ile kompleks olusturmada biiyiik rol aldigidir. Bu nedenle krom
ile kirli topraklarin temizlenmesi ve yeraltt sularinda Cr mobilitesinin azaltilmasi,
EPS gibi organik molekiillerin Cr ile girdigi etkilesimler ile buna bagli bazi

proseslerin tam olarak anlasilmasina baghdir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.KROM

Krom periyodik cetvelde 24. elementtir. Vanadyum ve manganin arasinda
bulunur ve ortalama atomik kiitlesi 52’dir. Krom yerkabugundaki en yiiksek

miktarda bulunan 21. elementtir [22].

2.1.1. Kromun Ozellikleri

Bulundugu seride erime noktast (1980 'C) en yiiksek ikinci elementtir.
Yogunlugu 7,19 g/em®diir. Cok serttir ve oda sicakliginda kimyasal reaksiyonlara
cevap vermez. Bu inertlik termodinamik degil, kinetiktir. Isitma ile ametallerle (O,

ve Cly) birlesir [23].

Krom elementinin elektronik konfiglirasyonu asagidaki gibidir;
[Ar].3d5.4s1 ya da
152 252 2p6 352 3p6 3d5 4sl

A At S A A A O A

Is 2s 2p 3s 3p 3d 4s

Kromun elektronik konfigiirasyonunun aslinda [Ar].3d4.4s2 olmasi
gerekmektedir. 4s orbital enerjisinin, 3d orbital enerjisinden daha diisiik olmasi
nedeniyle 4s’teki bir elektron 3d’ye odiing verilmektedir. Kromun yar1 dolu

orbitalleri krom kimyasinin ve dolayisiyla reaksiyonlarinin temelini olusturur [24].



2.1.2. Kromun Kullanim Alanlar1 ve Krom Kimyasallar1 Uretimi

Diinya genelinde krom minerallerinin %80°1 metaliirjik uygulamalar i¢in,
yaklagik %15’1 krom kimyasallar1 iiretiminde ve gerisi refraktor uygulamalarinda
kullanilir. Bunlarin kullaniminin hemen hemen hepsi i¢in kromun kimyasal
Ozellikleri 6nemlidir. Metaliirjik uygulamalarda, kromun fiziksel ozellikleri
alagimlar1 olusturmada 6nemli olsa da, bu kullanimlarin ¢ogunda esas olan kromdan
gelen kimyasal 6zelliklerdir. Refraktor uygulamalarinda trivalent krom oksidin inert
dogas1 ne kendisiyle ne de diger demir, aliminyum ve magnezyum gibi refraktor

oksitlerle birlesmemesine, en korozif ¢cevrede bile kullanilmasina neden olur [22].

Kromun anlagilmasi i¢in esas olan ii¢ kimyasal karakteri asagidaki gibi

siralanabilir;
1) Kromun dogal kosullarda olusan baskin formu trivalent oksittir.

2) Diger formlar, dogal g¢evreyle temas halindeyse trivalent oksite doniismeye
egilimlidir.
3) Termodinamik duraganligin olmadigr ortamlarda bile trivalent krom oksit

tepkimeye ¢ok yavas girer [22].

Krom kimyasinin anlasilmasinda anahtar faktor, bir oksidasyon seviyesinin
digerine doniismesinin anlagilmasidir. Bunun i¢in, kimyasal Ozellikleri daha iyi
gostermek amaciyla Eh-pH (potansiyel-pH) diyagrami kullanilir. Sekil 2.1°de krom
i¢in olusturulan Eh-pH diyagrami bulunmaktadir. Sekilde goriildiigii iizere, pH 7-13
araliginda kromit minerali (Cr,Os) oksitlenerek kromata (CrO4*) déniismektedir.
Asidik kosullarda (pH < 5) suda mevcut en temel Cr(III) iyonu ise Cr’" iyonudur.
Cr’" iyonu oksitleyici kosullar altinda pH’ya bagli olarak kromik asit (H,CrO,) veya
dikromata (Cr,O7) doniismektedir [22].



Eh(V)

pH 0 1 2 3 4 5 6 7 &8 9 1011 12 13 14

Sekil 2.1. Krom kimyasallar1 tiretiminin Eh-pH diyagrami [22]

Ayrica, Eh-pH diyagramlari, kromun kimyasal reaksiyonlarinin tanimlanmasi
amaciyla da kullanilabilmektedir. Krom oksitlenme/indirgenme basamagini etkileyen
proseslerden bir taneside biyolojik reaksiyonlardir (Sekil 2.2). Sekilde elipsle
gosterilen bolge, bircok biyolojik aktivitenin gerceklestigi bolgedir. Mikrobiyal
aktiviteler ~sonucunda Cr(VI) kolaylika Cr(IlI)’e ve hatta Cr(Il)’ye
indirgenebilmektedir. Su ortaminda bulunan, Cr(IIl) ve Cr(II) iyonlari, organik
maddelerin fonksiyonel gruplar ile etkilesime girerek organo-Cr komplekslerini
olusturabilmektedir. Bu indirgenme reaksiyonlarinda ortamda bulunan organik
maddelerin elektron verici 6zelligi nedeniyle, Cr (VI) indirgenmesinde rol almaktadir
[22]. Yukarida bahsedilen bu reaksiyonlar neticesinde krom, hem deri sanayinde hem

de agag islemede ¢ok yaygin bir seklide kullanilmaktadir.
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Sekil 2.2. Kromun biyolojik sistemlerde temel kullaniminin Eh-pH diyagrami [22]

Krom sertlik, mukavemet yiiksek sicakliga dayamiklilik gibi fiziksel
Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle, ¢elik alasimlar1 yapiminda, havanin nemindeki
oksijenle reaksiyona ¢ok =zor girmesi Ozelliginden dolayr kaplama olarak
kullanilabilmektedir. Kromun refrakter uygulamalarinda, krom(III)’tin duraganlig
esastir ve mevcut yiiksek sicaklik ve korozif kosullara dayanma yetenegi nedeniyle

kullanilir [22].

2.1.3. Kromun Topraktaki Kaynag1 ve Onemi

Krom, bitkiler i¢in gerekli olmayan, insan ve hayvanlar i¢in gerekli olan bir
elementtir. Cr(IIl), glikoz metabolizmasinda insiilin etkisine neden olarak ‘glikoz
tolerans faktorii’ gorevini iistlenmistir. Bunlara ek olarak, protein ve niikleik asit

yapisini stabilize eder ve bazi enzimlerin aktive olmasina neden olur [25].



Yerkabugu ortalama 80 mg/kg Cr icermektedir. Serpantin ve ultrabazik
kayaglar 3400 mg/kg’a kadar olan miktarlarda krom igerebilir. Krom igeren
endiistriyel atiksular ve kirlenmis topraklar da 3000 mg/kg’a kadar olan miktarlarda

krom igermektedir [25].

Yerkabugunda krom genelde, Cr(IIl) olarak bulunmaktadir. En 6nemli krom
minerali kromit (FeO.Cr,0;)’tir. PbCrO4 gibi Cr(VI) bilesikleri de bulunmaktadir.
Topraklarda krom her iki oksidasyon basamaginda da bulunabilir [25].

2.1.4. Krom Toksisitesi

Cr(III) bilesiklerinin ve metalik kromun toksik etkisi kesin olarak kanitlanmis
degildir. Buna karsilik Cr(VI) bilesikleri ¢ok daha toksiktir. Kromat ve dikromatlar
derinin zarara ugramasina (asir1 iltithaplanma, alerji) neden olmaktadir. Krom asidi,
buhar1 veya tuzlarimin uzun siire solunum sistemini etkilemesi burun perdesinin
delinmesine (siirekli maruz kalan kisilerde meslek hastaligi) ya da brons kanserinin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [25]. Metalik Cr, Cr(VI) ve Cr(IIl)’iin

kansrojenik etki siniflandirmasi Cizelge 2.1° de verilmistir [26].



Cizelge 2.1. Krom tiirlerinin kanserojenik etki siniflandirmasi [26]

Krom Tiirii Kanser Sinifi
Krom(0) Grup 3°
Krom(IIT) Grup 3°
Krom(VI) Grup 1°

“Grup 3: Kanserojenik potansiyele sahip olmamasi nedeniyle siniflandirilmamas.

b Grup 1: Insanlar i¢in kanserojenik.

2.2. TOPRAK

Minerallerin ve organik artiklarin pargalanarak ayrigsmasi sonucu olusan,
yeryliziinii ince bir tabaka halinde kaplayan, dogal bir kaynaktir [27]. Bagka bir
tanimla; yer kabugunun, i¢inde yasam bulunan en iist kisminin bir pargasidir.
Asagiya dogru kat1 ve gevsek kayaglarla, yukarida vejetasyon Ortiisii veya atmosferle

sinirlanmastir [25].

Toprak, hem ¢ozeltileri ve siispansiyonlar1 tasiyabilen gdzenekli bir materyal,
hem de ¢ozelti ve siispansiyondan molekiil ve partikiilleri tercihli olarak adsorplayan
cok 1yi bir adsorbenttir. Toprak yapisindaki dogal gozenekler mikroorganizmalar ve
bitki kokleri gibi canli varliklarin yasamini desteklemek i¢in gereken oksijeni, besin
elementlerini ve suyu barindirarak iyi bir habitat saglar. Toprak, sadece sudaki ¢cogu
kirletici i¢in bir filtre degil, aym zamanda toprak gozeneklerindeki

mikroorganizmalar tarafindan bu kirleticilerin ayristirildigi canli bir filtredir [28].
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Topraklardaki kil taneciklerinin yiizeyinde, organizmalar i¢in besinler ve
karbon enerji kaynaklar1 bulunur. Ugiincii en 6nemli toprak karakteristigi ise, yiiksek
tamponlama kapasitesinin veya dogal kosullar altinda hizl1 degisimlere kars1 direncin
var olusudur. Sicaklik diisiik termal iletkenlik nedeniyle, asidite tamponlayici

iyonlarin hareketi veya duraganligi nedeniyle yavas bir sekilde degisir [28].

Topraklar kati, sivi ve gaz formda birgok maddeyi igerir. Genelde topragin
yiizey horizonunun %45’ini inorganik katilar, %5’ini organik katilar, yaklasik %20-
30’unu hava, %20-30’unu su olusturmaktadir. Topraktaki su ve gaz oranlari hava
sicakligi gibi faktorlere bagh olarak degisiklik gostermektedir [29]. Cizelge 2.2°de
toprakta bulunan bazi temel elementlerin miktarlar1 verilmistir. Goriilecegi iizere C,

Ca, Si, Na ve Mg gibi elementler topraklarin temel yap1 taglarini olustururlar.

Cizelge 2.2. Topraklarda bulunan bazi elementlerin ortalamalar1 (Degerler mg/kg

birimiyle verilmistir.) [29]

Element Ortalama Element Ortalama
Br 0,85 Na 12000
Toplam C 25000 Nd 46

Ca 24000 Ni 19

Cr 54 Toplam S 1600

F 430 Si 310000
Fe 26000 Sr 240

Mg 9000 Zn 60

Mn 550 Zr 230
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2.2.1. Toprak Inorganik Maddesi

Inorganik katilar, topraktaki kati maddenin %90’m1 olusturur. Bunlarin
biiyiikliigi, ylizey alani ve yiik davraniglar1 gibi 6zellikler topraktaki birgok onemli
dengeleri, kinetik reaksiyonlar1 ve toprak proseslerini 6nemli bicimde etkiler.
Topragin inorganik bilesenleri, boyutlar1 tanecik boyutu 0,002 mm olan killerden,
tanecik boyutu 2 m’den biiyiik olan c¢akillara ve kayaclara kadar degisebilen birincil
ve ikincil minerallerdir. Topraklarda yaygin olarak bulunan birincil ve ikincil

mineraller Cizelge 2.3’te verilmistir [29].

Cizelge 2.3. Toprakta bulunan baz1 birincil ve ikincil mineraller [29]

ADI KIMYASAL FORMULU

Birincil Mineraller

Kuvars Si0,

Muskovit KAI(AlSi3046)(OH),
Albit NaAlSi;Og

Rutil TiO,

Ikincil Mineraller

Kaolinit Si4Al4010(OH)g

Montmorillonit M (Al, Fez+, Mg)4Si30,0(OH)s (M=Metal Katyonu)
Gotit a-FeOOH

Gibsit y-Al(OH);

Kalsit CaCoO;

12



2.2.2. Toprak Organik Maddesi

Toprak organik maddesi toprak kimyasinda oOnemli bir rol oynar. Kil
minerallerine karsi ilgilidir ve metallerle kompleks olusturabilme kapasitesine
sahiptir. Toprak organik maddesinin ana bilesenleri C (%52-58), O (%34-39),
H(%3,3-4,8) ve N (%3,7-4,1)’tur. Diger yaygin olmayan elementler ise P ve S’tiir
[29].

Sedimentlerde ve topraklarda karboksil, karbonil, amino, imidazol,
fenilhidroksil ve stilfohidrol gruplar1 igeren organik maddeler mevcuttur. Bu gruplar
ve protonlar arasindaki komplekslerin stabilitesi ¢ok zayiftan ¢cok kuvvetliye kadar
degisebilir. Organik maddeler, organizma yiizeyi, ¢oziinmiis organik partikiiller
veya mineral yiizeye adsorbe olmus organik malzeme olarak, metallerle kompleks

olusturabilen 6nemli ylizey fonksiyonel gruplarini olustururlar [3].

2.3. KROMUN TOPRAKTAKI KIMYASI

Sekil 2.3’te kromun toprakta ugrayabilecegi temel prosesler verilmistir.
Goriildiigii lizere bu temel prosesler arasinda adsorpsiyon, kompleks olusumu, iyon
degisimi, iyonlagma reaksiyonlar1 ve indirgenme/yiikseltgenme reaksiyonlar1 basta
gelmektedir. Hem Cr(VI) hemde Cr(III) toprakta bulunan Fe, Al-oksitler ve baz1 kil
mineralleri ile etkilesime girebilmektedir. Bunlara ilaveten, toprakta bulunan
bakteriler, dogal organik maddeler ve MnO, gibi mineraller kromun oksidasyon
basamagini belirleyici rol oynamaktadir. Diger taraftan Cr(III) suda hidrolize olarak
pH’ya bagli olarak CrOH?>", Cr(OH),” gibi Cr-hidroksil iyonlarina déniismektedir.
Toprakta bulunan organik maddeler ise Cr(Ill) ile kompleks olusturarak sudaki
spesiasyonunu degistirebilmektedir. Bakteriler tarafindan iiretilen EPS’de bu organik

molekiiller arasinda yer almaktadir.
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Fe(ll) ve Organik Madde Tarafindan
indirgenme

ﬂ{lll) - Organik Ah

Kompleksleriicin Fotorediiksiyon
Cr(vi) Cr(111)

N
MNO:2 Tarafindan YukseW
y

Adsorpsiyon/Al, Fe
Oksitler /Hidroksitler Coziinebilir
ve Kil Mineralleriile Organik

Anyon Degisimi Kompleksler

"\

inorganik Malzeme Yiizeyine m Cr3*

Cokelme ve Coziinmeyen
Humik Asit Kompleksleri

Cr(OH)? CrOH," Cr(OH),*

Adsorpsiyon/Fe, Mn
Oksitler /Hidroksitler
ve Kil Mineralleriile
Katyon Degisimi

Fiksasyon

Sekil 2.3. Sucul ¢evrede inorganik kroma ve organo-Cr komplekslerine etki eden

prosesler [26]
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2.3.1.Ylizeye Cokelme Prosesi

Metal katyonlarin bir yiizeyde artmasidir. Yiizeye ¢okelmenin olusmasi igin,

bir¢ok termodinamik neden vardir.

1) Benzer siteler tarafindan saglanan c¢ekirdeklesme enerjisi, kat1 yiizeyindeki

enerjiden daha yiiksek olmalidir.
2) Yiizey ¢okelme aktivite katsayisi 1°den kiiglik olmalidir.

3) Dielektrik direncinin kat1 ¢ozeltiye gore daha az olmasi nedeniyle yiizey ¢cokelinin

¢Oziiniirligl azalir [29].

Yiizeye c¢okelme polimerik metal komplekslerinin ylizeydeki artisindan
ve/veya sudaki polimerlerin adsorplanmasindan kaynaklanir. Adsorpsiyon, yeni
olugmus sitelerde tek tabaka yilizeyinde devam ettiginde, yiizeye ¢okelme gerceklesir.
Kimyasal tiirlerin olusturdugu ¢ékelme, minerallerin ¢oziinmesiyle bozuldugunda, bu

durum ¢dkelmenin tersiyle (coprecipitate) sonuglanir [29].

Yiizey komplekslesmesi ile yiizeye ¢okelme prosesleri arasinda bir siireklilik
vardir. Bu stireklilik ¢ozeltideki metal iyonu sayis1 ve yiizey siteleri sayisinin
birbirine orani, metal oksit baglarinin giicii gibi bir¢ok faktére baghdir. Diisiik yiizey
tabakast mevcudiyetinde, ylizey kompleksleri daha baskindir. Yiizey tabakasinin
artmasi, ylizeyde toplanan ve ayrilmayan cekirdeklerin olusumuyla sonuglanir.
Yiizey yiikiinilin artmasi, yiizeye ¢okelmeyi daha baskin bir mekanizma haline getirir
(Sekil 2.4). Fendorf ve ark. [29] silisyum oksit iizerine Cr(IIl) adsorpsiyonun
incelemisler ve %20’nin altindaki yiizey tabakasinda baskin prosesin i¢ kiire
kompleks olusumu oldugunu, %?20’nin {istiindeki ylizey tabakasindaki baskin

prosesin ise yiizeye ¢okelme oldugunu saptamislardir.
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ADSORPSIYON

CEKIRDEKLESME

\' KUOMELENME

Sekil 2.4. Oksit iizerine metal iyonu sorpsiyonu [29]

a) Metal yiikii fazla olmayan yiizey tabakasinda, izole edilmis site bag1 (adsorpsiyon)
b) Metal yiikiiniin artmasiyla, M hidroksit ¢ekirdeklesmesi
c) Yizeye ¢cokelme

d) Yiizeyde kiimelenme

2.3.2. Yiikiin Sifir Oldugu Nokta (Point of Zero Charge)

Toprak ve toprak bilesenleri i¢in en kullanisli ve anlamli parametrelerden
biridir.  Yiizeyin net yiikiiniin sifir oldugu pH degerini gosterir. Olgiilen pH,
PZC’den diisiikse yiizey net yiikii pozitif, yiiksekse net yiikii negatiftir.

Toprak bilesenleri genis bir PZC degerine sahiptir. Baz1 mineraller i¢in pH-
PZC degerleri ¢ok diisiik iken, bazi mineraller i¢in ¢ok yiiksektir (Cizelge 2.4).
Oksitler yiiksek PZC degerine sahipken, organik maddeler ve silikatlar diisiik PZC
degerine sahiptir. Diisilk PZC degeri, toprak net yiikiiniin negatif oldugunu ve

katyon adsorpsiyonu i¢in daha elverigli bir ortam oldugunu isaret eder [29].
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Cizelge 2.4. Bazi minerallere ait pH-PZC degerleri [29]

Materyal pH-PZC
a-Al,Os 9,1
a-Al(OH); 5
y-AIOOH 8,2
Fe;04 6,5
o-FeOOH 7,8
o-Fe, O3 6,7
Fe(OH); (amorf) 8,5
MgO 12,4
0-MnO, 2,8
B-MnO, 7,2
Si0, 2,0
Feldispat 2,0-2,4
Kaolinit 4,6
Montmorillonit 2,5
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2.3.3. Iyon Degisimi Prosesi

Iyon degisimi, yiiklii bir yiizey ve ¢dzelti arasindaki bir iyonla, ¢dzeltideki
bagka bir iyonun yer degistirmesidir. Topraktaki katyon degisim kaynaklari, kil
mineralleri, organik maddeler ve amorf minerallerdir. Anyon degisim kaynaklar ise,
Ozelikle 1:1 yapisindaki kil mineralleri, metal oksitler ve amorf materyallerdir.
Topragin katyon ve anyon degisim kapasitesi, topraktaki mevcut iyonlarin bitkiler
tarafindan alinmasinda, biyoyarayisliliginda ve yeralti sistemlerinde tasiniminda

etkili olmaktadir.

Iyon degisimi reaksiyonlar1, hizli, difiizyon kontrollii, geri doniisiimlii ve
stokiyometriktir. Birgok durumda iyon degisim yiizeyi, tek bir iyona &zeldir. Iyon
degisimi elektrostatik kuvvetleri igerir ve iyon degistiricilerin tercihi veya seg¢iciligi,

Coulomb yasasi ile agiklanmaktadir.

Toprakta anyon degisim orani, toprak icerigindeki organik ve inorganik
maddelerin tlirtine, miktarina ve iyonun yiikiine ve ¢apina baghdir. Kaolinit gibi kil
minerallerinin  yilizeyindeki iyonlar iyon degisimine tabi olurken, 2:1 kil
minerallerinin hem yiizeyindeki hem de i¢ kismindaki iyonlar iyon degisimine

ugrayabilmektedir [29].

2.3.4. Yiikseltgenme-indirgenme Prosesi

Cr(VI) toprakta, ¢Oziinebilir anyon durumunda (CrO4* veya HCrOy),
bulunurken Cr(IIl) toprakta, Cr,O3, Cr(OH); gibi bilesikler halinde bulunur ve suda
¢Oziinmez.  Bartlett ve James [22] toprakta Cr(Ill)’in  Cr(VI)’ya
yiikseltgenebilecegini, ayn1 toprakta Cr(VI)’min Cr(Ill)’e indirgenebilecegini
kesfetmislerdir. Karsilikli ¢oziintirliilik ve Cr(Ill) oksidasyon potansiyeli, toprakta
koruyucu ozellikte bir dengedir. Cr(VI) ile kirlenmis topraklarda Cr(Ill)’e
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indirgenme, boyle topraklarin ekolojik olarak korunmasi i¢in dnemli bir durumdur

[22].

CrCl;, Cr(OH); ve Cr(IIl)’iin diger bazi formlar1 gibi ¢6zlinmiis veya yeni
¢okelmis Cr(IIT)’iin ¢esitli tiirlerini igeren toprakta Cr(II) mevcudiyeti, Cr(VI)’nin,
Mn (III, IV) hidroksitler tarafindan indirgenmesinden kaynaklanmaktadir. Buna ek
olarak Cr(VI)’nin indirgenme reaksiyonlar1 organik maddeler ve benzeri indirgeyici
maddelerle de saglanabilmektedir. Goreceli yiikseltgenme-indirgenme oran,
Cr(VI)’nin reaksiyondaki dengesiyle alakalidir. Boyle bir denge Sekil 2.5’deki gibi
gosterilebilmektedir [22].
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Sekil 2.5. Kromun yiikseltgenme-indirgenme dengesi [22]

Terazideki dairelerin oransal boyutlari, topraktaki indirgeyici ve yiikseltgeyici
maddelerin miktarlarini, durumlar1 ise reaktifliklerini gostermektedir. Her iki
reaksiyonda da toprak pH’s1 temel parametredir. pH 6-7 arasinda yiikseltgenme
maksimumdur. Genel olarak yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlari bazik

pH’larda azalir. Bu dengedeki dalgalanmalar, topraktaki indirgenme-yiikseltgenme
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prosesinin dinamik ve ayarlanabilir 6zelliklerini gostermektedir. Ayarlanabilme

ozelligi ile remediasyon uygulamalari i¢in 6nem arzetmektedir. ABD gibi bazi

ilkelerde Cr(III)’lin toprakta kosul degisimine bagl olarak Cr(VI)’ya doniisebilecegi

ihtimalinden dolay1, topraktaki maksimum miktarina smirlandirilma getirilmistir.

Cr(Ill)’in Cr(VI)’ya oksidasyonu Mn (III, IV) (hidroksit)’lerin minerolojisine,

topraktaki seviyesine ve toprak pH’sina baglidir. Bunlara ek olarak organik karbon

iceren maddeler, Fe(Il), sulfitler ve diger bazi indirgeyici maddeler Cr(VI)’nin

Cr(IlI)’e indirgenmesine neden olmaktadir [22].

Kromun topraktaki yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarindan bazilari,

asagida verilmistir [22, 30].

Fe + CrO4* + %H,0 + 2H" — Fe(OH); + ¥ Cr,0;

6Fe’"+ 2CrO4* + 13H,0 — 6Fe(OH); + Cr,03 + 8H"

3/2C6H602 +C1‘O42_ + 2H+ — CI‘203 + 3/2C6H402 + 5/2H20

Cr*" + 3MnO, + 4H,0 — HCrO* + 3MnOOH, + 4H'
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2.4. ADSORPSIYON

Adsorpsiyon, kat1 ve sivi fazlar arasindaki ara kesitte madde veya materyal
birikimidir. Cozeltiden ¢oziinmiis molekiillerin veya kati yiizeyden ¢oziicii
giderimini de igeren bir ifadedir. Yiizeye ¢okelmeyi veya polimerizasyon proseslerini
icermez. Adsorpsiyon, yiizeye ¢Okelme ve polimerizasyon prosesleri birlikte
sorbsiyon mekanizmasin1 olusturan, tasinimi geciktirici parametrelerdir. Toprak
yiizeyinde olusabilecek bir¢ok fiziksel ve kimyasal sorbsiyon mekanizmasi vardir.

Bu mekanizmalar Sekil 2.6’da verilmistir [29].

Sekil 2.6. Mineral-su arafazinda bir iyonun ¢esitli sorpsiyon mekanizmalar1

1) D1s kiire kompleks olusumuyla bir iyonun adsorpsiyonu (a). 2) I¢ kiire kompleks
olusumu ve su kaybi (b). 3) Kafes difuzyonu ve mineral kafesi ile isomorfik yer
degistirme (c). 4 ve 5) Hizl1 boylamsal difuzyon veya yiizeyde polimer olsumu (d) ve
yiizeydeki cokiintiilere adsorpsiyon (e). Yiizeydeki partikiillerin gelismesi, kafes
yapilar1 i¢inde yiizey polimerlerinin iyice gOmiilmesiyle sonuglanan yiizey
polimerleri (f). Son olarak, adsorbe edilen iyonun dinamik bir denge kurularak,
cozeltiye geri difuze olmasi veya yiizey redoks reaksiyonlarinin bir {iriinii olarak

olugmasi (g) [29].
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Adsorpsiyon, topraktaki en Onemli kimyasal proseslerden biridir. Bitki
besinlerinin, metallerin, pestisitlerin ve toprak yilizeyinde bulunan organik
maddelerin belirlenmesini sagladigi i¢in bitkilerin ve toprak kirletici maddelerin

tasinmasinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir.

Adsorpsiyon, fiziksel kuvvetler olan van der Waals ve kimyasal kuvvetler
olan elektrostatik dis kiire (iyon degisimi gibi) kompleks kuvvetlerini igerir.
Kimyasal kuvvetler, ligand degisim modelini igeren i¢ kiire koplekslesmeyi kapsayan

etkilesimlerinin bir sonucudur [29].

2.4.1. Topraktaki Inorganik Maddelerin Adsorpsiyon Prosesindeki Yeri

Toprakta bulunan inorganik maddeler, ylizeylerinde bulundurduklar
fonksiyonel gruplar ve bunlarin yiik karakteristikleriyle topraga adsorbent 6zelligi
kazandirirlar. Bu fonksiyonel gruplarin elektriksel olarak yiiklenmesi iizerinde,
toprak pH’sinin 6nemli bir etkisi vardir ve fonksiyonel gruplarin yiikiine bagli olarak

iyon seciciligi soz konusudur [3, 28].

2.4.1.1. Topraktaki inorganik maddelerin yiizey fonksiyonel gruplar1 ve mineral
tipleri

Yiizey fonksiyonel gruplari ara ylizeyin elektriksel 6zelliklerini, bu gruplarin
yogunlugu da adsorpsiyon kapasitesini etkiler. Bu bilgiler 15181 altinda, yiizey

fonksiyonel gruplarinin tanimai, yiizey komplekslesmesi teorisinin temelini olusturur.

Mineraller, su jeokimyasinda adsorbent olarak kabul edilir. Hidroksit
mineraller, proton verebilen yiizey fonksiyonel gruplarina sahiptir. Bu nedenle bu

kat1 fazlara olan adsorpsiyon, pH’ya baglhdir. Aluminosilikat mineralleri siirekli yiike
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sahip olan ve olmayan olarak iki gruba ayrilabilir. Sirekli yiikii olmayan
aluminosilikat mineralleri proton verebilen yiizey fonksiyonel gruplarina sahiptir.
Killer, mikalar, zeolitler ve Mn oksit tiirlerinin birgogunda oldugu gibi siirekli yiike
sahip olan mineraller, proton verebilen fonksiyonel gruplara ek olarak, iyon degisimi
yapabilen sitelere de sahiptir. Tuz tipi minerallerdeki yiizey fonksiyonel gruplari
kalsit yiizeyindeki Ca®" veya CO;> gibi katyon veya anyonlara sahiptir. Siilfit
mineralleri indirgenme reaksiyonlarinda biiyilk 6neme sahiptir. Bu mineraller, hem
proton verebilen hem de tuz tipi yiizey fonksiyonlarina sahip olmalarina ragmen,

metal iyonu sorpsiyonu esas olarak ¢cokelme reaksiyonlar tarafindan kontrol edilir

[3].

Siirekli yiikii olmayan oksitler ve aluminosilikatlar: Yiizey hidroksil gruplari, oksit
ve aluminosilikat minerallerinde komplekslesme sitelerini olusturur. Bu gruplarin
cesitli tlirleri Sekil 2.7°de verilmistir. Yilizeyde bulunun mevcut M (metal) ve O
(oksit), kimyasal kuvvetlerin dengesizliginden kaynaklanir. Yiizey hidroksil gruplar
arasindaki hidrojen baglari, su ve su buhari, suyun fiziksel adsorpsiyon tabakasini

olusturur [3].

23



y, SN S / /
& o o o o o
WS N [ I [ 1
il B B % %
] | |
a [ +] c
o H
| | .
o = -~
P Pk
o — o W=
L
| =
o] o
H ™, H .-""I:' ~=H
}_.-H H H Hu‘ J,H -, Fizikselolarak
o \D; o adsorplanmis H-O
AN - AN
. i H H H -
D"’J ""E:I--""r l:::-""r i Kimyasal clarak }
1 | I , adsorplanmisH-O
P Pl Pl 1
|

Sekil 2.7. Yiizey hidroksil gruplarinin baz: tiirleri [3]

Yiizey hidroksil gruplarinin tipleri: Oksit ve alumino silikatlarin kristal yapilarinin
analizi, farkl tipteki ylizey hidroksillerinin farkli reaktiflie sahip oldugunu
gostermektedir. Ornegin gotit (a-FeOOH), reaktifligi FeOH grubundaki oksijenin
koordinasyon cevresine bagli olan dort farkli tipte yiizey hidroksili igerir. Degisik
minerallere ait yilizey hidroksil gruplarinin yogunlugu Cizelge 2.5’te verilmistir.
FeOH sitelerinden {icii Fe(III) iyonlarinin oksijenle olusturdugu farkli koordinasyon
tiirevleridir. Dordiincii ise Fe(IIl) iyonlarina suyun kemosorpsiyonunun bir sonucu
olan lewis-asit siteleridir. Su koordineli lewis asiti siteleri, proton verici siteler olarak
davranabilir. Aluminosilikatlar hem alumino(=AIOH), hem de silanol(=SiOH)
gruplarini igerir. Kaolinit ise aluminol, silanol ve su adsorplanmis lewis asit sitesi

olarak ti¢ farkli yiizey hidroksil grubu igerir [3].
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Cizelge 2.5. Yiizey hidroksil gruplarinin yogunlugu [3]

Mineral faz

Site yogunluk aralig

Site say1s1/nm’

Proton alic1 gruplar

Site say1s1/nm’

Proton verici gruplar

Site say1si/nm’

a-FeOOH
o-Fe, O3
Ferrihidrit
a-Al(OH),
y-Al(OH),
Si0,

Kaolinit

2,6-16,8

5,0-22,0

0,1-0,9 mol/mol Fe
2,0-12,0

6,0-9,0

4,5-12

1,3-3,4

44

0,35

6,7

5,6

Tamami

1,0

Siirekli yapisal yiikii olan filosilikat mineralleri: Kil mineralleri bir¢ok sistemde

onemli bir adsorbenttir. Kaoilinit, simektit, vermikulit ve illitik mika da bulanan

mineraller, yiiksek yiizey alanina, kiiclik partikiillere sahip olmalar1 ve genis bir

yelpazede bulunmalari nedeniyle 6nemlidir. Bu mineraller ylizeydeki hidroksil

gruplarina ek olarak siloksan halkali (=Si,0) gruplari da igerirler. Yiizey fonksiyonel

grubu olarak siloksan halkalari, kil minerallerinin kristal kafes yapilarindaki siirekli

yiikiin varliginin nedenidir [3].
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2.4.2. Topraktaki Organik Maddelerin Adsorpsiyon Prosesindeki Yeri

Toprakta bulunan organik maddeler, tipki toprak inorganik bilesenlerinde
oldugu gibi, ylizeylerinde bulundurduklari fonksiyonel gruplar ve bunlarin yiik
karakteristikleriyle topraga adsorbent oOzelligi kazandirirlar. pH artistyla organik
maddeler yiizeylerindeki H™ iyonunu kaybederek, 6zellikle topraktaki katyonlar igin
negatif yiiklii adsorpsiyon siteleri olusturur [3, 28].

2.4.2.1. Topraktaki organik maddelerin fonksiyonel gruplari ve yiik karakteristikleri

Topraktaki organik maddelerin  katyon degistirme kapasitesi kil
minerallerinden daha fazladir. Topraktaki miktarlarinin az olmasi durumunda bile,
anyonlarin toprakta tagimimini geciktirirler. Organik maddeler pH degerinin ancak
3’den yiiksek olmasi durumunda negatif olarak yiiklenirler. pH’nin artmasi
durumunda, proton vermek veya fonksiyonel gruplardan H' iyonunun ayrilmasi
suretiyle negatif olarak yiiklenme artig gosterir. Karboksilik ve fenolik gruplarin
toprak dogal pH’sinda proton verme 0Ozelligi olmasindan dolayi, topragin negatif
yiiklenmesinde Onemli rol oynarlar. Toprak organik maddesinin ve kil
fraksiyonlarinin pH’ya bagli katyon degisim kapasitesi Cizelge 2.6’da verilmistir
[29].
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Cizelge 2.6. pH’a baglh olarak organik maddelerin ve kil fraksiyonlarinin toprak
katyon degisim kapasitesine katkilart [29]

Kil Fraksiyonu  Organik Fraksiyon TOM’nin % katyon degisim
pH  (cmol/kg kil) (cmol/kg TOM) kapasitesi
2,5 38 36 19
3,5 45 73 28
5 54 127 37
6 56 131 36
7 60 163 40
8 64 215 45

2.4.3. Yiizey kompleksleri

Toprak c¢ozeltisinde bulunan bir iyon ve molekiiliin ylizey fonksiyonel
gruplartyla etkileserek kararli molekiiller olusturmasi ylizey kompleksi olarak
adlandirilmaktadir. I¢ kiire ve dis kiire olmak iizere iki tiir yiizey kompleksi
bulunmaktadir. Eger yiizeyle bagli olan molekiil veya iyon arasinda su mevcutsa,
kompleks tiirii dis kiire, mevcut degilse kompleks tiirii i¢ kiiredir (Sekil 2.8). Dis kiire
kompleksler, elektrostatik kolombik etkilesimleri igerdiginden, kovalent ve iyonik
bagl i¢ kiire komplekslerden daha zayiftir. Dis kiire komplekslesme, dengede
olmayan ve hizli bir sekilde olusabilen bir prosestir. i¢ kiire komplekslesme ise
dengeli ve daha yavas olusan bir prosestir. Dig kiire ve i¢ kiire komplekslesme ayni

anda da gergeklesebilmektedir [29].
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"—-—.‘ Ca 2+
ic Kiire Yiii.:?y Kompleksi: s Kiire Yiizey Kompleksi:
Vermikulit Uzerine K* Montmorillonit Uzerine Ca(H,0)42*

Sekil 2.8. 2:1 Kil mineralleri-metal i¢ kiire-dis kiire kompleks olusumu [29]

pH, yiizey yiikii, iyonik gii¢, sorbent tipi ve kompleks veya iiriin sorpsiyon
tiplerine zamanin etkisi, kompleks olusumunda Onemli c¢evresel faktorlerdir.
Bunlardan 6zellikle iyonik giiclin etkisi, kompleks tiirliniin belirlenmesinde
onemlidir. Iyonik giiciin ve pH’nin montmorillonit {izerine Pb adsorpsiyonundaki

etkisi Cizelge 2.7°de verilmistir [29].
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Cizelge 2.7. pH ve iyonik giice bagl olarak montmorilinit-Pb adsorpsiyon kompleks
tipleri [29]

Cozeltiden % Adsorbe edilen Pb(II) Birincil Adsopsiyon

IMM) pH Giderim (mmol/kg) Kompleksi

0,1 6,77 86,7 171 I¢ kiire

0,1 6,31 71,2 140 I¢ kiire&dis kiire
0,006 6,76 99,0 201 I¢ kiire&ds kiire
0,006 6,4 98,5 200 Das kiire

0,006 5,83 98,0 199 Das kiire

0,006 4,48 96,8 197 Das kiire

2.4.3.1. Toprak organik maddesi ve inorganik maddesi arasindaki kompleks olusumu

Organik asitler, organik amin katyonlar1 ve amino asitler, Al ve Fe oksit gibi
metal oksit iceren kil mineralleriyle kompleks olusturabilmektedir. Organik asitler,
toprak dogal pH’sinda negatif olarak yiiklenir fakat bu yliklenme pH’ya bagh bir
yiiklenmedir. Asidik gruplarin pKa degerinin altinda, H bagi ve van der Waals
kuvvetlerinin hakim oldugu bir adsorpsiyon sekli gozlenebilmektedir. Protein ve
iyonlagabilen bazi organik maddeler, montmorillonit gibi genisleyebilir, silikat

tabakalar1 ara yiizeyine adsorplanabilmektedir [29].

Kil iizerine organik katyonlarin adsorpsiyonu, organik katyonlarin molekiil
agirliklarina baghdir. Biiylik organik katyonlar kil mineralleri iizerine, inorganik
katyonlardan daha fazla adsorbe olur. Ciinkii organik katyonlar daha uzun molekiiler

yapiya ve daha yiiksek molekiil kiitlesine sahiptir [28].
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Organik molekiillerdeki fonksiyonel gruplarin dogasi, sekli, boyutu,
konfigiirasyonu, polaritesi, polarizasyon kabiliyeti ve suda ¢oziiniirliigii, toprak
kolloidleri tarafindan organik kimyasallarin adsorpsiyonunda ¢ok oOnemli bir yer

tutmaktadir.

2.4.3.2. Toprak organik maddesi ile metal iyonu arasindaki kompleks olusumu

Topraktaki organik maddelerle metal iyonlarinin komplekslesmesi, topraktaki
metal kirleticilerin mobilize veya immobilize olmasi iizerinde 6nemlidir. Metal-
organik madde reaksiyonlarinin ¢ok cesitli tipleri vardir. Toprak organik maddesinin
fonksiyonel gruplari, metal iyonlarn i¢in farkli ilgi gostermektedir. Asagida bu

siralama verilmistir [29].

-0 > -NH, > -N =N > \N/

Enolat Amin Azo bilesikleri Azot halkas1

> .C000 > O > -C=0

Karboksilat Eter karbonil

Metal-ligant iligkisini etkileyen faktérler: Metallerle organik ve inorganik ligandlar
arasindaki etkilesim, elementlerin hidroliz 6zelliklerine, komplekslesme sitelerindeki

elektron verici atomlarin ve metallerin sertlik ve yumusaklik tiplerine baghdir [29].

Hidroliz ézellikleri: Periyodik cetveldeki inorganik elementler OH™ veya O ile
reaksiyonlar1 esas alinarak 3 gruba ayrilmaktadir. 1. Grup elementleri, ¢oziinmeyen
okzokompleksler (Or: S04, PO, ve oksiasitler (Or: As(OH)3)’den olusmaktadr.

2. Grup elementleri hidrat katyonlar1 olarak da olusabilen yiiksek ¢oziiniirliige sahip
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elementlerdir (Or: Fe(Ill)). 3. Grup elementleri ise yiiksek pH’larda bile stabil
olmayan hidroksi komplekslere sahip degildir (Or: Ca?*, Zn*"). Sudaki temel ligand
OH”tir. OH’den baska diger ligandlar sadece 3. Grup elementleriyle ve baz1 2. Grup
elementleriyle birlesebilmektedirler. 1. grup elementleri ile birlesemezler. Krom 2.

Grup elementlerinden biridir [29].

Sert ve yumusak karakteristikler: Elementler yumusaklik ve sertlik
karakteristiklerine gore de siniflandirilabilmektedir. Alkali ve toprak alkali gibi sert
katyonlar iyonik ve elektrostatik reaksiyonlardan etkilenmektedir. Cu®", Zn*" ve Cd**
gibi elementler ise kovalent baglarla reaksiyona girmektedirler. Gegis metalleri ise
orta giicte kompleksler olusturmaktadir. Krom bir ge¢is elementi oldugundan dolay1

bu 6zelligi tagimaktadir [29].

2.5. EKZOPOLIMERIK MADDE (EPS)

Son yillarda yapilan c¢alismalara gore bakteriler tarafindan tretilen
ekzopolimerik maddelerin de (EPS) metallerle c¢ok giiglii bilesikler olusturup,
metallerin bitkiler tarafindan alinmasindan, biyoyarayislilig1 ve yeralti sistemlerinde

tasiimina kadar bir¢ok alanda etkili oldugu goriilmiistiir [4-8].

Mikrooganizmalarin hiicre c¢eperi i¢inde ve disinda bulunabilen EPS,
mikroorganizmalarin pH gibi degisen ortam kosullarina uyum saglamak icin ortama
yaydiklar1 maddelerdir. EPS matriksi genelde 0,2-1 um kalinligindadir. EPS; niikleik
ve uronik asitlerden (Sekil 2.9), polisakkaritlerden (Sekil 2.10) , proteinlerden (Sekil
2.11), glikoproteinlerden ve fosfolipidlerden (Sekil 2.12) olusmaktadir [31].

31



OH o O
0 OH
on HoOC 0
. 0
HO OH HO Ho
HO OH OH
HO
0
HO OH
HO oM
OH
Seker Yapilart
Uronik Asit
0 R i |C|> |H
H ‘ ‘ R—0—P—0—0C—H
HN . - N~ .~ COOH |
\CH/C/ N7 \‘c‘/ S H 0 |C|>
| st || | -y ——C—R
Rl Pe]{tld H 0 n 0—¢ —H
bag R : .
| | [
HN 0—¢—H c — R
~ CO0H CH N~ _ .~ COOH
S w7 N7 Y |
I : -
0 [ Hidrofilik Grup ] Hidrofobik Grup
Rl R )
Protein Yap|8| Lipopolisakkarit Yapis

Sekil 2.9. EPS iceriginde bulunan uronik asit, seker, protein ve lipopolisakkarit

yapilari [32-34]

Hiicre dis1 proteinler, molekiiler kiitlesi 100kDa ve 200kDa arasinda degisen
maddelerdir. Bu bilesikler %40-60 hidrofobik amino asit igerirler. Genel olarak

hiicre dis1  proteinlerde  siilfirlkk amino asitler mevcuttur.  Sulfolobus

acidocalcidarius’un {rettigi hiicre dis1 proteinlerde hidroksil grup igeren amino

asitlere rastlanmistir [31].
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En yaygin hiicre digit karbonhidratlar ise asetat esterleri, piruvatlar ve
formatlardir. EPS matriksinde polipeptidler, gram pozitif bakteri hiicrelerinin

ylizeyinin ¢ok az bir kisminda mevcuttur.

Bakteriyel EPS’lerin ¢ogunlugunu farkli seker tiirleri olustururken, bazilarida
tek tip sekerden olusur. EPS’yi olusturan sekerlerin ¢ogunlugu notr olmasina ragmen
bir ¢ok bakteriyel EPS negatif yiiklidiir [35]. Farkli tiirlerin irettigi EPS’nin
yapisinda farkliliklar gézlenebilir [31].

EPS bilesenleri, igerdigi fonksiyonel gruplar nedeniyle 6nem arz etmektedir.
Karboksilik gruplar, asidik EPS fonksiyonel gruplarinin temelini olusturmakta ve
metallerle bilesik olusturmada biiyiik rol iistlenmektedir [5, 16, 18]. Baz1 ¢alismalar
ise mikrobiyal EPS’de mevcut fosfat fonksiyonel gruplarininda karboksilik gruplar

kadar metal baglanmasinda etkili oldugunu gostermektedir [19, 20].

2.5.1. Karbon/Azot Varliginin EPS Biyosentezine Etkisi

Mikrobiyal hiicreler tarafindan hiicre disi biyopolimerlerin sentezi kiiltiir
ortaminda bulunan karbon ve azot varligmma baghdir. Hiicre dis1 polimer iireten
mikroorganizmalar karbonhidratlar1 karbon ve enerji kaynagi olarak, amonyum

tuzlarii ve amino asitleri azot kaynagi olarak kullanmaktadirlar.

Genelde EPS iiretimi, ortamdaki yiiksek glikoz igerigiyle artmaktadir. EPS
molekiillerinin iretiminde en diisiik katsayi, bliylime ortaminda galaktoz ve ksiloz
varliginda s6z konusudur. Glukoz, fruktoz, mannoz, maltoz, ksiloz, riboz, arabinoz,
sukroz ve laktoz gibi seker tiirleri EPS’de mevcut olabilir ve bunlar toplam

karbonhidrat iceriginin %70°’1 kadar bile olabilmektedir.
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Besi ortamindaki diigiik azot igerigi hiicre dis1 biyopolimerlerin sentezini
biiyiilk Olclide etkilemektedir. Besi ortamindaki smirli  amonyum tuzu
mevcudiyetinde, glukozun %60’ 1mmin Pseudomonas spp., Sinorhizobium spp.,
Escherichia spp. ve Pseudomonas spp. tarafindan ekzopolisakkaritlere
donistiirildiigli saptanmistir. Ortamda yiiksek miktarda azot varliginda ise
mikrobiyal hiicreler tarafindan hiicre dig1 proteine doniistiiriilmektedir. Yapilan bir
calismada, Pseudomonas spp. ve Rhodococcus spp. hiicrelerinin ortaminda fazla
miktarda amonyum tuzlar1 bulundugunda, hiicredisi protein biyosentezini arttirdigi

gozlenmistir [31].

2.5.2. Ortam pH’smin EPS Biyosentezine Etkisi

Ortamin pH degeri EPS molekiil olusumunu 6nemli 6l¢giide etkilemektedir.
Bu parametre hiicrelerin morfolojik degisimine neden olmaktadir. pH 2,0-3,0 veya
pH>10’da sadece hiicre dis1 polimer iiretimi degil, mikrobiyal biiylime de

durmaktadir. EPS sentezi i¢in optimum pH, 5,5 ve 6,5’dir.

Biiylime ortaminin pH’si, EPS molekiilleri iiretimini etkileyebilir. Bir
calismada, hiicre dis1 bilesenlerin en fazla pH 5,0’de sentezlendigi saptanmustir.

pH’daki artma veya azalma da EPS sentezini yavaslatabilmektedir [31].

2.5.3. Ortam Sicakliginin EPS Biyosentezine Etkisi

EPS molekiillerinin sentezi igin optimal ortam sicakligi 26-31 'C arasidir.
Ayrica EPS bilesenleri iiretiminde optimizasyon ig¢in sicaklik onemlidir. Bir
calismada, 10 C’m altindaki ortam sicakliginda mikrobiyal hiicreler tarafindan

ekzopolisakkarit tiretiminin yavasladigini saptamistir [31].
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2.5.4. Biiyiime Fazi

Mikrobiyal biiyime dongiisiiniin durumu ve EPS iiretimi arasinda dogrudan
iliski mevcuttur. Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus epidermidis tiirlerinin
kullanildig1 bir c¢alismada en yiliksek EPS molekiilii {iretiminin, mikrobiyal
bliylimenin logaritmik artis fazindan sonra, duragan fazdan 6nce oldugu saptanmustir.
Ussel olarak artisin gozlendigi biiyiime fazinin durmasi, mikrobiyal hiicre yiizeyinin
biitiinliiglinlin azalmasina neden olmaktadir. Bu proses,  mikroorganizmalar
tarafindan EPS molekiilii iiretiminin azalmasina, hatta yok olmasina sebebiyet

vermektedir [31].

2.5.5. Ortamdaki Toksik Kimyasallarin EPS Biyosentezine Etkisi

Mikroorganizmalar toksik c¢evreye karsi kendilerini korumak igin EPS
tiretmektedirler. EPS, hiicreler icin dis etkenlere karsi koruyucu bir tabakadir. Bir
calismada, bakteriler toksik kimyasallari maruz kaldiklarinda, hiicrelerindeki
karbonhidrat, protein ve niikleik asit miktarlarinda artis gorildiigli saptanmuistir.
Mikroorganizmalarin yiiksek miktardaki toksik maddelerle basa ¢ikabilmesi igin,
bircok yol mevcuttur. Hiicre yiizeyi agir metalleri biriktirmekte veya EPS hiicre
duvarinin disinda jel benzeri bir yapi1 olarak, toksik maddelerin zararl etkilerini
azaltan kimyasal reaksiyonlar tarafindan veya sinirlandirilmis difuzyon araciligi ile
toksik maddeleri engellemektedir. EPS protein, karbonhidrat ve niikleik asit i¢erigine
bagli olarak bulundurdugu karboksil, fosforil ve sulfat gruplariyla metalleri baglayici
Ozellige sahiptir. Bu nedenle ortamda toksik metal artisina bagli olarak, buna direng

gostermek isteyen bakteri daha fazla EPS iiretmektedir [13].

Kili¢ ve Donmez [11], P. aeruginosa, Micrococcus sp. ve Ochrobactrum sp.
tiirlerinin, ortamda Cr(VI) konsantrasyonunun artisina bagl olarak daha fazla EPS

tirettiklerini saptamiglardir. Aquino ve Stuckey [14] sisteme Cr(VI) verildikten sonra,
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EPS miktarinda %30’a yakin, protein miktarinda %45’e yakin, karbonhidrat
miktarinda %300’e yakin, DNA miktarinda ise %50’ye yakin artis gézlemislerdir.
Sekil 2.13 ve 2.14’te, P. aeruginosa P16 ve P. putida P18 bakterilerinin ortamda

Cr(VI) mevcudiyetinde verdigi tepki acik bir sekilde goriilmektedir.

(a) (b)
Sekil 2.10. P. aeruginosa P16 hiicrelerine ait transmisyon elektron mikroskopu

(TEM) goriintiisii; (a) ortamda Cr(VI) mevcut degil (b) ortamda Cr(VI) mevcut [36]

AOmE

(a) (b)
Sekil 2.11. P. putida P18 hiicrelerine ait transmisyon elektron mikroskopu (TEM)
goriintiisii; (a) ortamda Cr(VI) mevcut degil (b) ortamda Cr(VI) mevcut [36]
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2.6. ONCEKI CALISMALAR

Shirvani ve ark. [37], paligorskit, sepiyolit ve kalsit {izerine kadmiyum
sorpsiyonunu organik ligandlar varliginda inceledikleri bir ¢alisma yapmislardir.
Langmuir ve Freundlich modellerini sonuglara uyarlamak amaciyla sorpsiyon kinetik
deneyleri yapmiglardir. Calismada dncelikle BET N, yontemiyle minerallerin yiizey
alani, amonyum asetat yontemiyle de katyon degisim kapasiteleri belirlenmistir.
Mineraller arasinda en fazla yiizey alanina ve katyon degistirme kapasitesine sahip
olanin paligorskit oldugu belirlenmistir. Kadmiyum saglayici kimyasal madde olarak
CdCl,.2H,0, organik ligandlar olarak da CH3;COONa.3H,O ve C¢HsNa3;O7.2H,0
kullanilmistir. Kesikli adsorpsiyon testleri, pH 7,5°den, 8,1°’¢ kadar degisen pH
araliklarinda, 400 pM’dan 4mM’a kadar degisen Dbaslangic  metal
konsantrasyonlarinda, kati sivi orani kil mineralleri i¢in 1/100 ve kalsit i¢in 5/100
olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Calismaya gore, 6rnekler bir giin boyunca 160 rpm’de
calkalandiktan sonra son pH’lar1 belirlenmis, kat1 sivi ayrimindan sonra AAS’de Cd
analizleri yapilmistir. Yapilan modelleme sonucu kadmiyumun paligorskite
adsorpsiyonu Langmuir (r* = 0,988), sepiyolite adsorpsiyonu Freundlich (r* = 0,978),
kalsite adsorpsiyonu ise Langmuir (7 = 0,995) izotermleriyle aciklanmustir.
Minerallerin kadmiyuma olan adsorpsiyon ilgisi sepiyolit > paligorskit > kalsit
olarak saptanmistir. Ayni deneyler organik ligand varliginda da gerceklestirilmistir
ve elde edilen sonuglar; asetat ve sitrat varliinda kadmiyum sorpsiyonun azaldigi

yoniindedir.

Kantar ve ark. [38] bir ¢alismasinda, EPS’nin yapisinda bulunan galaktronik,
glukronik ve alginik asitin toprakta Cr(VI) tasinimi iizerindeki etkisini
aragtirmiglardir. Mersin bolgesinden alinan toprak Ornegi lizerinde gergeklestirilen
arastirmada, kesikli sorpsiyon ve kolon deneyleri yapilarak, bu organik ligandlarin
Cr(V]) ile girdigi etkilesim agiklanmaya calisilmistir. Kesikli adsorpsiyon deneyleri,
oncelikle farkli pH’larda, farkli toprak ve farkli Cr(VI) konsantrasyonlarinda, iyonik
giiclin 0,01 M olarak sabit tutuldugu kosullarda gergeklestirilmistir. Daha sonra bu
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deneyler organik ligandlar olan galaktronik, glukronik ve alginik asitin farkl
konsantrasyonlart  denenerek  gergeklestirilmistir.  Adsorpsiyon  deneylerini
desteklemek adina gerceklestirilen kolon deneylerinde ise adsorpsiyon deneylerine
paralel olarak 0,01 M iyonik giicte, pH 7,6 ve 7,9’da calisilmis, yine farkli Cr(VI) ve
farkli organik ligand konsantrasyonlari denenmistir. Sonu¢ olarak, artan toprak
konsantrasyonu ile kromun adsorbe oldugu site sayisinin artmasi nedeniyle, daha
yiiksek oranda adsorpsiyon oldugu, pH artik¢a, Cr(VI) adsopsiyonun azaldigi,
organik asit varliginda da adsorpsiyonun azaldigi, Cr(VI)’nin toprakta kalma

sliresinin arttig1 vurgulanmistir.

Aquino ve Stuckey [14], anaerobik ortamda toksik bilesenler varliginda
olusan ¢oziinebilir mikrobiyal iirin olusumu iizerine yaptiklar1 bir ¢caligmada, besin
olarak glikozun kullanildig1r bir anaerobik ortama krom ve kloroform verilmek
suretiyle denemeler yapmis ve toksik maddelerin ¢dziinebilir organik bilesenlerin
olusumu {izerindeki etkileri arastirmiglardir. Siirekli reaktoriin kullanildig arastirma
sonucunda, Cr(VI) ve kloroformun sistemdeki artisiyla ¢oziinebilir mikrobiyal
maddelerin arttig1 goézlenmistir. Bu mikrobiyal {iriinlerin, EPS ve bir kisim
parcalanmis hiicre oldugu vurgulanmaktadir. Sisteme kloroform verildikten sonra,
EPS miktarinda %800’e yakin, protein ve karbonhidrat miktarinda %60’a yakin,
DNA miktarinda ise %10’a yakin bir artisin gozlendigi calismada, sisteme Cr(VI)
verildikten sonra ise, EPS miktarinda %30’a yakin, protein miktarinda %45’e yakin,
karbonhidrat miktarinda %300’e yakin, DNA miktarinda ise %50’ye yakin artislar
gozlenmistir. Sisteme Cr(VI) ve kloroformun birlikte verilmesi durumunda ise, daha

fazla strese giren mikroorganizmalarin daha fazla EPS {irettigi saptanmistir.

Kilig ve Donmez [11], P. aeruginosa, Micrococcus sp. ve Ochrobactrum sp.
tiirleri tlizerinde yaptiklar1 bir calismada, ¢evresel kosullarin EPS iiretimi {izerine
etkisini arastirmiglardir. Caligsmalarini, bakteri besiyerlerini pH 7, 8 ve 9 olmak
tizere, 50-300 mg/L baslangic Cr(VI) konsantrasyonlarinda, 48 saatlik inkiibasyon
siiresinde, 20, 30 ve 40 C’ta gereklestirmislerdir. Daha sonra 72 ve 96 saatlik
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inkiibasyon siirelerinde ¢aligmiglardir. EPS izolasyonunu Cérantola ve ark. dnerdigi
sekilde gerceklestirerek, EPS’ de bulunan seker ve protein igerigini belirlemislerdir.
Calismada sonug¢ olarak, P. aeruginosa, Micrococcus sp. igin maksimum EPS
tretiminin pH arttikca azaldig, Ochrobactrum sp. i¢in pH 7’de en az EPS
iiretiminin oldugu, P. aeruginosa i¢in 20 C’ta 50 ppm baslangic Cr(VI)
konsantrasyonunda (pH=7), Micrococcus sp. i¢in 20 "C’ta 100 ppm baslangi¢ Cr(VI)
konsantrasyonunda (pH=7), Ochrobactrum sp. i¢in 30 'C’ta 150 ppm baslangic
Cr(VI) konsantrasyonunda (pH=8) maksimum EPS iiretimi olmustur. Maksimum
EPS iiretimi i¢in gereken Cr(VI) konsantrasyonun iizerine ¢ikildik¢a, EPS iiretiminde
azalma gozlenmistir. Inkiibasyon siiresinin etkisine bakildiginda ise EPS iiretiminde,
P. aeruginosa igin 96 saat boyunca hizli bir artis, Micrococcus sp. igin 72. saate
kadar yavas bir artis, daha sonra azalis, Ochrobactrum sp. igin siirekli azalig
gbozlenmistir. Bu  tiirlerin  sularda Cr(VI) gideriminde kullanilabilecegi

vurgulanmigtir.

Salehizadehve ve Shojaosadati [39], yaptiklar1 bir calismada, Bacillus
firmus’dan izole edilen polisakkaritlere sulu c¢ozeltilerdeki Zn, Cu ve Pb’nun
adsorpsiyonunu incelemislerdir. EPS igeriginin biiylik bir kisminin seker tiirlerinden
olustugunu ve bol miktarda uronik asit icerdigini saptamislardir. pH, baslangi¢c metal
ve polisakkarit konsantrasyonunun etkileri lizerine caligmiglardir. Sonug¢ olarak,
optimum pH < 4-6 arasindaki pH degerleri olarak belirlenmis, dogal pH’larda ise
metal giderim verimleri sirasiyla Pb, Cu ve Zn i¢in, %43,6, %20,6 ve %]1,1 olarak
belirlenmistir. 1000 ppm baslangi¢c metal konsantrasyonun sabit tutuldugu zamana
bagli adsorpsiyon denemelerinde, yaklasik ilk 5-10 dakika i¢inde adsorpsiyonun hizl
oldugu, polisakkarit basina adsorplanan metal iyonu olarak en yiiksek verimin Pb
icin, en diisiik verimin ise Zn i¢in oldugu saptanmistir. Calismada polisakkarit
konsantrasyonu arttikca adsorbe edilen metal miktarinin arttigit vurgulanmistir.
Calismada fiziksel model olarak, Freundlich modeli kullanmis ve korelasyon

katsayilari (R2) Pb, Cu ve Zn i¢in sirastyla 0,95, 0,94 ve 0,93 olarak bulunmustur.
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Sonug olarak Bacillus firmus’tan izole edilen EPS’nin iyi bir biyosorbent oldugu ve

metal gideriminde kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Bhaskar ve Narayan [40], metal baglama kapasitesi ve deniz besin
zincirindeki kirleticileri akiimiile edebilmesi nedeniyle Marinobacter tirlerinden
birinden izole edilen EPS’yi kullanarak bir ¢calisma sunmuslardir. EPS’nin Pb(II) ve
Cu(Il) iyonlarinin baglanma kapasitelerini belirlemek i¢in, farkli baslangic metal
konsantrasyonu, farkli inkiibasyon siiresi, farkli pH ve NaCl konsantrasyonlar1 gibi
parametreler ¢alisilmistir. Calismada 40 mM Cu(Il) ve 100 mM Pb(II) iyonlarinin
120. dakikada Cu i¢in, 334 £6 pg /mg EPS, Pb i¢in, 70 £7 pg /mg EPS olmak iizere
maksimum adsropsiyon saglanmistir. 120. dakikadan sonra adsorpsiyonda azalma
gozlenmistir. Calismada maksimum baslangi¢ metal konsantrasyonu 200 ppm olup,
bu konsantrasyonda en yiiksek baglanma kapasitesine ulasilmigtir. Her iki metal
icinde dogal pH’larda baglanma kapasitesinin asidik pH’lara gore daha fazla oldugu
belirlenmis, Cu iyonu i¢in baglanmanin pH 4,5’ta 139 +6, pH 7°de 193 pg/mg EPS
olarak, Pb iyonu i¢in pH 4,5’te 146 £7 png/mg EPS, pH 7°de 219 +2 ug/mg EPS
olarak bulunmustur. Caligmada ayrica NaCl’'un etkisi de incelenmis ve tuz
yiizdesinin artmasiyla, her iki metal iyonu i¢inde adsorpsiyonun azaldigi
bulunmustur. Sonug¢ olarak Marinobacter tiriine ait EPS’nin metal baglama
kapasitesi nedeniyle, besin zincirindeki metal kontaminasyonunu belirlemede énemli

bir basamak olacagi vurgulanmaistir.

Kang ve ark. [41] bir ¢calismasinda, Pseudomonas aeruginosa hiicre ylizeyine
Cr(II) ve Cr(VI)’nmin adsorpsiyonun incelemislerdir. Bir gram-negatif bakteri olan
Pseudomonas aeruginosa’nin hiicre duvari analiz edilmis ve peptidoglikan ve tekoik
asit icerdigi ve bu olusumlara baglh olarak karboksil, fosforil, hidroksil ve amino
foksiyonel gruplarini  bulundugu saptanmistir. P. aeruginosa’nin  metal
biyosorpsiyonun anlasilmasi i¢in Oncelikle potansiyometrik titrasyon deneyleri
yapilmis ve reaksiyonlara girecek esas iki gurubun hidroksil ve karboksil gruplari

oldugu ve bunlara bagl reaksiyon ve denge sabitleri pKa: 5,2 (karboksil gruplari i¢in
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4<pKa < 6), pKb: 9,5 ( hidroksil gruplari i¢in 9 < pKa < 11) FITEQL 4.0 yazilimi
kullanilarak belirlenmistir. ~ Ayrica FT-IR analizleriyle de krom iyonlarinin
ylizeydeki karboksil ve amin gruplarina baglandigi kanitlanmistir. Calismada
biyosorpsiyon deneyleri her iki metal iyonu ig¢in 0-5 mmol/L baslangic metal
konsantrasyonlarinda yiiriitiillmiis ve Cr(Ill) adsorpsiyonu Langmuir izoterm
modeliyle, Cr(VI) adsorpsiyonu ise Freundlich modeli ile agiklanmistir. Sonug olarak
bu modellerin kullanilmas1 suretiyle Pseudomonas aeruginosa’nin atiksulardaki
krom kontaminasyonunu giderici biyolojik bir ajan olarak kullanilabilecegi

vurgulanmigtir.

Guibaud ve ark. [19], bakteri kiiltliriinden saflagtirarak elde ettikleri ve aktif
camurdan izole ettikleri EPS’lerin kadmiyum, kursun ve nikelin komplekslesme
potansiyelleri  arasindaki  farklar1  karsilastirmak  suretiyle bir calisma
gerceklestirmislerdir. Bakteri kiiltiiriinden izole edilen EPS’nin ¢ogunlugunun
proteinlerden olustugu ve aktif ¢camurdan elde edilen EPS’lere gore daha az
polisakkarit ve uronik asit igerdigi saptanmistir. Ayrica aktif ¢amurdan elde edilen
EPS’de humik asitlere rastlanmis, digerinde mevcut olmadigr goriilmistiir. Her iki
EPS tiirlinde yapilan FT-IR analiz sonug¢larinin neredeyse benzer oldugu vurgulanmis
sadece igerikte bulunan madde miktarlarinin farkliligindan s6z edilmistir. Yiizey
fonksiyonel gruplarimin saptanmasi ig¢in potansiyometrik titrasyon deneyleri
sonucunda saf kiiltiirden izole edilen EPS tiirlerinin pKa; degerleri 6,8-8,0 araliginda,
aktif camurdan izole edilen EPS i¢in 6,2 olarak bulunmustur. pKa, degerleri ise aktif
camur EPS’si i¢in 8,6, saf kiiltiir EPS’si i¢in 9,7-10,1 araliginda bulunmustur.
Calismada pH 7’de yiiriitiilen metal komplekslesmesi deneyleri sonucunda ise aktif
camurdan izole edilen EPS’nin saf kiiltiirden izole edilen EPS’ye gore ¢ok daha fazla
kompleks yapici site icerdigi saptanmis ve komplekslesme ilgisi siralamasi Pb > Ni >
Cd olarak verilmistir. Sonu¢ olarak aktif camurdan izole edilen EPS’nin saf
kiltiirden izole edilen EPS’ye gore metal baglama kapasitesinin daha fazla oldugu

vurgulanmistir.

41



Clace ve ark. [42] farkl1 molekiil agirlikli organik maddelerin toprakta agir
metal sorpsiyonuna etkilerini gosteren bir ¢alisma yapmislardir. Evsel atik suyla eski
ve yeni kirliligin oldugu bir arazide yapilan calismada Cu ve Cd iyonlarinin
sorpsiyonu incelenmistir. Eski kirlenmenin oldugu arazide molekiil agirligi degisiklik
gosteren bir¢ok organik madde bulunmus ve humik maddelerde oldugu gibi
molekiiler agirhig1r cok yliksek maddelere rastlanmistir. Yeni kirlenmis topraklarda
ise cogunlugu diisiik molekiil agirlikli organik maddelerin varligindan s6z edilmistir.
Kesikli sorpsiyon testleri sonucunda organik maddeler iizerine adsopsiyonun
Langmuir esitligine uygun ve Giles siiflandirmasina gore H-tipi model oldugu
belirlenmistir. Kil minerallerine adsorpsiyon ise Freundlich modeli ile agiklanmistir.
Bu ¢alismada sonug olarak; bakirin diisiik ve yliksek molekiiler agirlikli organiklerle
stabil kompleksler olusturdugu, kadmiyumun ise sadece yiiksek molekiil agirlikli
organik maddelerle etkilesime girdigi vurgulanmis ve bunun {izerine kurulacak bir

sistemde bu 6zelliklerin de goz 6nilinde bulundurulmasi gerektigi dnerilmistir.

Borrok ve Fein [43] yaptiklar bir ¢alismada, iyonik giiciin proton, Pb, Cd ve
Sr adsorpsiyonu {iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Bunun i¢in gram negatif
bakteriler olan Pseudomonas mendocina and Pseudomonas putida kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada, bakteri yiizeyine sorpsiyonu, elektrostatik olmayan ve fi¢
tabakali elektrostatik modelleriyle agiklamislardir. Farkli iyonik giicte ( 0.01-0.5 M)
yiiriitiilen potansiyometrik titrasyon deneyleri referans alinarak yapilan modelleme
caligmalarinda, elektrostatik olmayan modellemeye gore; iyonik giicin metal
baglama kapasitesi iizerinde c¢ok az bir etkisinin vurgulanmistir. Toplam site
yogunlugunun ise P. putida i¢in %40, P. mendocina i¢in %20 iyonik giicle dogru
orantili olarak arttig1 da calismada bulunun bir sonuctur. Ayni sekilde 0,01-0,5 M
iyonik glicte yiiriitilen adsorpsiyon c¢alismalarinda ise P. putida tarafindan
gerceklestirilen maksimum Pb adsorpsiyonu 0,1 iyonik giicte pH 5,5-6 arasinda
saglanmistir. P. mendocina tarafindan gergeklestirilen adsorpsiyon ise diger iyonik
siddetlerden acik ara farkla 0,1 M iyonik siddette pH 5,5-6 arasinda saglanmistir.

Kadmiyum ve stransiyum adsorpsiyonunda ise her iki bakteri tiirii i¢in iyonik siddet

42



arttikca adsorbe edilen metal miktarlarinin azaldigi gézlenmistir. Bu veriler dahilinde
sonug olarak; Cd ve Pb’nun bakteri yiizeyi ile ¢cok gii¢lii bir kimyasal bag (i¢ kiire
kompleks), St’un ise zayif bir bag (dis kiire kopleks) yaptig1 belirlenmis.

Puzon ve ark. [6], hiicresel organik madde varliginda kromat
indirgenmesinden sonra olusan organo-Cr(Ill) komplekslerinin ¢oziintirliikleri
arastirdiklar1 bir calisma yapmislardir. Escherichia coli hiicrelerinin ve 200 pM
Cr(VI)’nin kullanildig1 deneyde bir giin sonunda Cr(VI)’nin tamamen indirgendigi
gbzlenmistir. Ortamda Na,S,04 varliginda ise ani bir sekilde indirgenme oldugunu
saptayan arastirmacilar, olusan mevcut organik madde-Cr(III) komplekslerinin ICP-
MS analizleriyle glisin-Cr(III), laktat-Cr(III), asetat-Cr(III), etanol-Cr(III), fumarat-
Cr(III), tirosin-Cr(III), okzaloasetat-Cr(III) ve serin-Cr(IIl) oldugu vurgulamislardir.
Bu bilesiklerin de suda ¢6ziindiigii belirtmislerdir.

Puzon ve ark. [44] bir ¢alismasinda, organo-Cr(III) komplekslerinin
topraktaki mobilitesini incelemislerdir. Cr(VI) saglayicis1 kimyasal olarak K,Cr,O7’
m kullanildig1 deneylerde Cr(VI) konsantrasyonu spektrofotometrik olarak difenil
karbazit yontemiyle, toplam krom ise ICP-MS ile analiz etmislerdir. Organo-Cr(III)
kompleksleri  olarak ise  sitrat-Cr(IIl), histidin-Cr(Ill) ve  malat-Cr(III)
komplekslerinin kullanildig1 ¢alisma kolon deneyleri esasi lizerine kurulmustur.
Toprak kolonunun, HPLC kolonuna (1x15 cm) monte edildigi ¢alismada, tanecik
boyutu 0,05 mm, porozitesi 0,29, kuru yogunlugu 1,89 g/cm3 olan siltli kum
kullanilmistir. Bromiiriin inert izleyici olarak kullanildig1 ¢alismada, organo-Cr(I1I)
kompleksleri 0,37 mL/h debide kolona verilmistir. Calisma sonucunda organo-
Cr(IIT) komplekslerinin literatiirde belirtilen diger metal-organik kompleksleri gibi

toprak kolonunda hareketli oldugu saptanmuistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Arastirmada Kullanilan Malzemeler
3.1.1.1. Toprak o6rnegi
Arastirmada kullanilan toprak ornegi, Mersin-Findikpinar1 Kuzucu
mevkiinden, Jackson [45] tarafindan bildirildigi sekilde topragin 0-25 cm
derinliginden alinmigtir. Cografi Yer Konumlandirma (GPS) cihazi ile belirlenen
ornek alma noktasinin koordinatlar1 36 ° 50 3 kuzey ve 34 ° 24 3 dogu ve denizden
yiiksekligi 704 m’dir.

3.1.1.2. Ekzopolimerik madde

Arastirmada, 105 Y 272 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda fiiretilen,
Pseudomonas putida P18 ve Pseudomonas aeruginosa P16 suslarinin ekzopolimerik

maddeler, (EPS) Hung ve ark. [16] tarafindan belirtilen metoda gore saflastirilmistir.

3.1.1.3. Krom(III) tuzu

Arastirmada  Cr(Ill) saglayicis1  kimyasal madde olarak, Merck
Cr(NOs3)3 9H,0 tuzu kullanilmistir.

3.1.1.4. Iyon degistirici regine

Arastirmada, Dowex S0WX8 katyon tipi iyon degistirici regine kullanilmastir.
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3.1.2. Arastirmada Kullanilan Cihazlar

3.1.2.1. UV-Visible spektrofotometre

EPS karakterizasyonunu belirlemek i¢in yapilan deneylerde toplam seker,
toplam protein, toplam uronik asit konsantrasyonlarini belirlemek i¢in Shimadzu

UV- 160 A marka UV-Visible spektrofotometre kullanilmistir.

3.1.2.2. ICP-MS

EPS karakterizasyonu deneyleri sirasinda POs-P’nu saptamak ve toplam Cr

analizlerini yapmak i¢in Agilent 7500ce marka ICP-MS kullanilmistir.

3.2. METOT

3.2.1. Arastirmada Kullanilan Topragin Baz1 Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Bu 6zellikler 105 Y 272 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda bulunmustur [36].

3.2.1.1. Nem

Toprak ornekleri kurutma firininda (etiivde) 105° C'de sabit agirliga gelinceye
kadar 48 saat kurutularak hesaplanmistir. Geride kalan kiitle, firin kurusu toprak

kiitlesi olarak ifade edilmistir [46].
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3.2.1.2. Suya doygunluk (Saturasyon)

Richards [47] tarafindan bildirildigi sekilde topraga doyuncaya kadar saf su

ilave edilerek tayin edilmistir.

3.2.1.3. Toplam tuz

Saturasyon ekstraktindaki iletkenligin, (iletkenlik 6lger) kondaktivimetre ile

Olciilmesiyle bulunmus ve % olarak ifade edilmistir [48].

3.2.1.4. Toprak reaksiyonu

Richards [47] tarafindan bildirildigi sekilde hazirlanan suyla doygun toprakta,

cam elektrotlu pH metre ile tayin edilmistir.

3.2.1.5. Kireg (CaCOs3)

Kacar [46] tarafindan ifade edildigi sekilde Scheibler kalsimetresi ile tayin

edilerek % olarak ifade edilmistir.

3.2.1.6. Organik madde

Kacar [46] tarafindan bildirildigi sekilde modifiye Walkley-Black yontemine

gore tayin edilerek, sonuclar % olarak ifade edilmistir.
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3.2.1.7. Toplam karbon

Toplam organik maddenin  %58’inin  organik karbondan olustugu

varsayimiyla, organik maddenin 1,72’ye oranindan hesaplanmistir [46].

3.2.1.8. Alinabilir fosfor

Olsen ve ark. [49] tarafindan gelistirilen metoda goére 0,5 M sodyum
bikarbonat (pH=S8,5) ile ekstrakt edilerek tayin edilmistir. Sonu¢ kg/da olarak

birimlendirilmistir.

3.2.1.9. Alnabilir potasyum

Richards [47] tarafindan bildirildigi gibi ekstrakt cozeltisi olarak 1 N
NH4OAc (pH 7,0) kullanilmis ve ¢ozeltiye gegcen potasyum alev fotometresi ile

okunmus ve kg/da olarak belirlenmistir.

3.2.1.10. Katyon degistirme kapasitesi (KDK)

Kacar [46]’a gOre sodyum asetat metoduna gore me/100 g olarak

belirlenmistir [46].

3.2.1.11. Toplam Cr analizi

Topragin toplam Cr konsantrasyonu EPA 3050B metoduna gore ektrakte
edilip EPA 7190 metoduna gore ICP-MS ile belirlenmistir [50].
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3.2.1.12. Cr (VI]) analizi

Topragin Cr(VI) konsantrasyonu EPA 3060A metoduna gore ektrakte edilip
EPA 7196A metoduna gore analiz edilmistir [50].

3.2.1.13. Suda ¢6ziinebilir Cr (VI) analizi

DIN 38414-S4 metoduna gore 1:10 toprak:¢ozelti oraninda 48 saat 230
rpm’de calkalanan ve santifiij edilen siiziikte (aliquot) difenil karbazid metoduna

gore belirlenmistir [51].

3.2.1.14. Spesifik ylizey alan1 (EGME Y 6ntemi)

Carter ve ark. [52] tarafindan belirtilen etilen glikol mono etil eter (EGME)

yontemine gore belirlenmistir.

3.2.1.15. Tekstiir (Biinye)

Topraklarin kum, silt ve kil fraksiyonlar1 Bouyoucus [53] tarafindan bildirildigi
sekilde hidrometre yontemi kullanilarak yapilmis ve sonucglar % olarak ifade

edilmistir. Topragin tekstiir sinifi, tekstiir tiggeninden yararlanarak tespit edilmistir.
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3.2.1.16. Gegirgenlik analizi

Sabit su seviyeli permeabilite setinde topragin su gecirme (hidrolik

iletkenlik) 6zelligi dlciilmiistiir [48].

3.2.1.17. Kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi

Topragin SiO,, Al,O3, Fe,O; ve diger kimyasal bilesenleri Trakya Cam
A.S’de XRF RIGAKU RIX 2000 marka ve model X-Ray Floresans cihazi ile

belirlenmistir.

3.2.2. EPS Saflagtirma

EPS, 105 Y 272 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda, Hung ve ark. [16]
tarafindan gelistirilen metoda gore saflastirilmistir. Bunun i¢in, soy broth besiyerinde
inkiibe edilen bakteri ornekleri santrifujlenerek, supernetant kismi alinmistir. Bu
kisim {izerine 0,5 mg/L proteinaz K ilave edilerek inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda %95°lik etanol ve %95°’lik metanol ile karistirilarak
buzdolabinda bekletilmistir. Olusan presipitat 0,22 pum millipor membran filtre
yardimi ile toplanmistir ve bu islem 3 kere tekrar edildikten sonra 5 giin boyunca

diyalizlenen 6rnekler, liyofilize edilmistir [36].
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3.2.3. EPS Karakterizasyonu

3.2.3.1. Toplam seker miktariin belirlenmesi

Southgate [54] tarafindan bildirilen Fenol-Siilfiirik Asit Metodu’na gore; 1
mL 6rnek lizerine once %5’lik 1 mL fenol, sonra hizli bir sekilde 5 mL derisik
stlfirik asit ilave edilerek calkalanmistir. Oda sicakligmma gelene kadar
sogutulmustur. EPS 6rnekleri glukoz esas alinarak hazirlanan standart egri aracilig

ile 488 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak analiz edilmistir.

3.2.3.2. Toplam protein miktariin belirlenmesi

Hartree [55] tarafindan bildirilen Modifiye LOWRY Metodu’na gore; 1 mL
EPS ¢ozeltisi 10 dakika 50 ‘C’de su banyosunda bekletip, iizerine 0,9 mL sodyum-
potasyum tartarat- NaCOj; reaktifi eklenerek tekrar 50 'C’de su banyosunda 10
dakika siireyle bekletilmistir. Oda sicaklifina kadar sogumaya birakilan Ornekler
soguduktan sonra iizerlerine 0,1 mL sodyum-potasyum tartarat-CuSQO4.5H,0 reaktifi
eklenmis ve homojen bir karisim elde etmek i¢in vorteks araciligi ile calkalanmistir.
3 mL Folin-Ciocolteu reaktifi ilave edilip, karistirildiktan sonra 50 "C su banyosunda
10 dakika bekletilmistir. Ornekler oda sicakligina gelinceye kadar karanlik bir
ortamda muhafaza edilmistir. Bovine Serum Albumine (BSA) ile olusturulan
standart egri araciligr ile 650 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak analiz

edilmistir
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3.2.3.3. Toplam uronik asit miktarinin belirlenmesi

Hung ve ark. [16] ve Hung ve Santchia [56] tarafindan bildirilen
Spektrofotometrik Toplam Uronik Asit Belirleme Metodu’na gore; yaklagik 0.5-1.0
mg donmus-kuru EPS numunesi 0.4 mL deiyonize su bulunan bir viale konup,
lizerine 2 M sulfamik asitten 40 uL ve derisik siilfiirik asit igerisinde bulunan 75 mM
sodyum tetraborattan 2.4 mL viale eklenmistir. 100 "C sicakligindaki su banyosunda
10 dakika 1sitildiktan sonra sogutulup, %15°lik 30 pL m-hidroksifenil eklenmistir.
525 nm dalga boyunda glukuronik asit ile olusturulan standart egri araciligi ile

spektrofotometrik olarak analiz edilmistir.

3.2.3.4. Toplam POy4-P miktarinin belirlenmesi

EPS’lerin fosfor igeriklerini belirlemek i¢in degisik konsantrasyonlarda EPS
numuneleri hazirlanmis ve bu numulerdeki PO4-P’u miktarlar1 ICP-MS cihazi ile
belirlenmigtir.  ICP-MS’te fosfor icin dedeksiyon limiti 6,7x10% M olarak

belirlenmistir.

3.2.4. Potansiyometrik Titrasyon Deneyleri

Iki ayr bakteri kiiltiiriinden izole edilen EPS (P. aeruginosa P16, P. putida
P18) i¢in potansiyometrik titrasyon egrileri oda sicakliginda (24 + 2 °C) SCHOTT
marka otomatik titrator kullanilarak yapilmistir. Titrasyon c¢ozeltisinin CO;
bakimindan serbest olmasi i¢in ¢ozeltiye deney siiresinde azot (N,) gazi verilmistir.
Deneylerde titrant olarak 0,1 M NaOH ¢ozeltisi kullanilmis ve bu ¢ozeltinin gergek
molaritesi potasyum hidrojen fitalat ile dnceden kontrol edilmistir. Titrasyonlarda
iyonik siddet, gerekli miktarda NaCl’iin ¢ozeltilere eklenmesi ile saglanmstir.

Deneyler 0,01 ve 0,1 M NaCl kullanilmak suretiyle iki ayr1 iyonik giicte yapilmustir.
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Deneylerde toplam titrasyon ¢ozelti hacmi 50 mL olarak tutulmustur. Titrasyon
¢ozeltilerinde toplam EPS konsantrasyonlari, P. putida P18’den izole edilen EPS i¢in
385 mg/L ve P. aeruginosa P16’dan elde edilen EPS i¢in 397,5 mg/L olarak
tutulmus ve g¢ozeltiler baslangi¢c pH’s1 olan 3,8’den pH 11,3’e kadar 0,1 M NaOH

eklenerek titre edilmistir.

3.2.5. Iyon Degisimi Deneyleri

Cr(IIT)-EPS komplekslerinin reaksiyon stokiyometrileri ve bu reaksiyonlarin
olusum denge (kararlilik) sabitlerinin hesaplanmasi i¢in kesikli iyon degisimi
deneyleri yapilmistir. Biitiin iyon degisim deneyleri 50 ml’lik Oak Ridge santrifiij
tiiplerinde, 0,01 M NaCl ¢ozeltisinde, oda sicakliginda (24 =+ 2 °C) ve pH 4’te
yapilmigtir. Biitlin iyon degisimi deneylerinde ¢6zelti hacmi 30 mL olarak
belirlenmis ve ¢ozelti pH’lar1 0,1 M NaOH veya HCI kullanilarak istenilen degere
ayarlanmigtir. Deneyler iki ayr1 asamada gergeklestirilmistir. 1. asamada Cr(III)’{in
recine ylizeyine tutunma katsayisi, EPS’siz ve sabit bir pH 4 degerinde, izoterm
deneyleri yardimiyla belirlenmistir. Bu deneylerde, degisik konsantrasyonlarda
recine (0,08 g/l - 0,9 g/L) ve krom (10° M -10™* M) kullanilmustir [5]. Deney tiipleri
48 saat boyunca 175 rpm’de bir ¢alkalayici iizerinde calkalanarak dengeye gelmeleri
saglanmis ve 48 saat sonunda Orneklerin son pH’lar1 kaydedilmistir. Deney
tiiplerindeki reginenin tabana ¢cokmesi i¢in bir siire beklenmis ve ¢ozeltiden SmL
numune alinarak, sulu c¢ozeltide kalan krom konsantrasyonlar1 ICP-MS (Agilent
7500ce) analiziyle belirlenmistir. Olgiilen bu deger, tiiplere eklenen toplam krom
konsantrasyonundan ¢ikarilmis ve bu sayede re¢ineye tutunan krom konsantrasyonu
saptanmistir. ICP-MS cihazinin Cr i¢in en diisiik analiz limiti 4,62x10™" M olarak

belirlenmistir.

ikinci asamada yapilan deneylerde ise Cr (10° M) ve regine konsantrasyonu
(0.2905 £ 0.0150 g/L) sabit tutulmus, 5 mg/L’den baglayarak 300 mg/L’ye kadar

devam eden farkli EPS konsantrasyonu denenmistir. Istenilen kosullarda hazirlanan
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deney tiipleri 48 saat calkalandiktan sonra ¢ozelti kismindan alinan numune ile

¢ozeltide kalan ve regineye tutunan Cr konsantrasyonlari belirlenmistir.

3.2.6. EPS-Cr(II) Kompleks Olusumu Modellemesi

Giliniimiizde iyon degisim deney sonuglar1 kullanilarak metal-organik ligand
kompleksleri reaksiyon stokiyometrileri ve olusum sabitleri basar1 ile
belirlenebilmektedir [5]. Deney sonuglarindan elde edilen bu veriler iki sekilde
modellenmektedir. Bunlarin basinda grafiksel yontemler olan fiziksel modeller
bulunmaktadir. Bu fiziksel modeller arasinda en ¢ok kullanilanlar, Schubert yontemi
[57], Scatchard metodu [58] ve Langmuir [59] yoOntemidir. Giiniimiizde, daha
gelismis ve kimyasal veri tabani bulunduran bazi modeller gelistirilmistir. Bu
modeller, metal-ligand etkilesimlerini fiziksel parametrelerle degil, denge sabitleri
gibi dogal kosullara yakin kimyasal parametreler ile ifade edilmesine olanak
saglamaktadir. Ornegin, Kantar ve ark. [60] bu yontemi kullanarak U(VI)’un sitrik
asit ile 1:1 U-sitrat kompleksi olusturdugu ve bu kompleks i¢in belirlenen olusum
denge sabitinin literatiir degerleri ile birebir bir benzerlik gosterdigini
belirlemiglerdir. Yine ayni sekilde, Kantar ve Honeyman [5], Pu(IV)-sitrik asit
sistemini c¢alismis ve olusan bilesigin 1:1 Pu:sitrat reaksiyon stokiyometrisine sahip

oldugunu belirlemislerdir.

Yukarida belirtildigi gibi kimyasal model gelistirilmesi bazi spesiasyon
yazilimlar1 i¢inde yapilmaktadir. Giiniimiizde bu amagla kullanilan temel kodlarin
basinda FITEQL gelmektedir [61]. FITEQL’{lin ¢ok yaygin kullanilmasinin en biiyiik
nedeni olusum sabitlerinin hesaplanmasinda non-lineer optimizasyon yapilmasina

olanak saglamasidir.
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Bir kimyasal modelde Cr(IlI)’iin herhangi bir organik ligand ile yaptig
kompleks asagidaki gibi ifade edilebilir:

Cr’" +iHL = Cr(L)"*” +iH" (3.1)

olusum denge sabiti, B ;:

_[Cr@)P"H'T
B = [CO J[HL] (3.2)

Burada HL protonlu organik ligandi, i ligand sayismi ve Cr(L)"™ ise Cr-

organik ligand kompleksini ifade etmektedir. Iyon degisimi deney sonuglari

optimize edilerek olusan bilegiklerin olusum sabitleri log,; hesaplanabilmektedir

[5, 60].

Kimyasal modellerin temeli kiitle denkligi denklemleri ile kiitle aksiyon
denklemlerine dayanmaktadir. Kimyasal modellerde organik asitsiz bir ¢ozeltide
¢oziinmiis Cr(III) bilesikleri iizerine kiitle denkligi denklemi asagidaki gibi

yazilabilir:

[Cr(IID)], = Cr’* +Cr(OH)* +...= Cr’ {1+

Cr(OH)?

JOHT+..}  (3.3)

Gorildugi gibi Cr(III) ortamin pH’sina bagh olarak suda hidrolize olmakta
ve Cr-hidroksil kompleksleri olusmaktadir. Ozellikle deneylerin yapildigi pH 3 ve
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4’te ¢ozeltide ancak Cr’" ve Cr(OH)*" iyonlar1 bulunmakta ve bu iki iyon arasindaki

reaksiyon asagida belirtildigi gibidir [62-64]:

[Cr(OH)™ J[H"]
[Cr]

Cr’'+H,0 =Cr(OH)*" + H" Beomy = (3.4)

Organik asit varliginda, Cr-organik ligand komplekslerinin olusumu goz
oniinde bulunduruldugunda, ¢oziinmiis Cr(IIl) kiitle denkligi denklemi asagidaki
sekilde yazilir:

[Cr(IlT)], = Cr’* +Cr(OH)* +.... + Cr(L)"” (3.5)

FITEQL ile igerisinde bulundurdugu ayr ligand ve stirekli ligand modelleri
ile modelleme yapilmaktadir [65-67]. Bu modeller igerisinde en ¢ok kullanilan, ayri
ligand modelidir. Bunun en biiyiik nedeni siirekli ligand modeline gére daha basit
olusudur. Ayr1 ligand modeli igerisinde heterojen dogal organik molekiiller bir seri
monoprotik organik asitten (HL;) olusan molekiiller olarak, monoprotik asitlerin
asit/baz oOzellikleri ise rastgele belirlenen iyonlagsma olusum sabitler (pK,) ile
tanimlanmaktadir [5, 65]. Model gelistirilmesi iki asamada gerceklestirilmistir.
Birinci asamada, monoprotik asitlerin asit/baz 6zellikleri deneysel potansiyometrik
titrasyon egrileri olusturarak bulunmus, ikinci asamada ise, iyon degisimi
deneylerinden elde edilen veriler ayri ligand modeli ile modellenerek reaksiyon

stokiyometrileri ve metal-HL; olusum denge sabitleri (Log K) belirlenmistir.

Laboratuvar analiz sonuglarina gore de dogal organik molekiillerdeki

fonksiyonel gruplarin pK, degerlerinin logaritmik 6l¢cekte esitce dagitilmis olduklar
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goriilmektedir. Ornegin, EPS’de bulunan karboksilik gruplarm pK, degerlerinin 4-5
civarinda bulundugu, pK, 6’da hem karboksilik hemde fosfat gruplarinin bulundugu,
pKa 7-8 civarlarinda fosfat gruplarinin ve pKa > 9 ise amino, hidroksil ve fenol
gruplarinin  bulundugu bilinmektedir [67]. Her bir monoprotik asit grubunun
konsantrasyonu (Typ;) ile organik asitin elektrostatik davraniglarini tanimlayan
(Knag)) terimi potansiyometrik titrasyon egrisinin ayr1 ligand modeli icerisinde
optimizasyonu ile miimkiin olmaktadir [65]. Ayr1 ligand modeli igerisinde organik

molekiillerin asit/baz 6zellikleri asagida verilen reaksiyonlar ile ifade edilmistir:

_[HTL]

HL, =H +L; @ =
[HL,]

(3.6)

Elektrolit ¢ozeltisinin (iyonik giiclin) titrasyon egrileri iizerine etkisi agagidaki

reaksiyonlar ile tanimlanmaistir:

[NaL,]

N0 [ ][Na '] G-

Na'+L, = NaL,

Burada K,i monoprotik asit iyonlasma denge sabitini, 1 fonksiyonel grup
sayisimt (ligand sayis1) ve Kyai) ise monoprotik asitin elektrostatik 6zelliklerini
belirleyen denge sabitini gostermektedir. Bu tip modeller elektrostatik olmayan

modeller olup, elde edilen olusum sabitleri sartli olusum sabitleridir.

EPS’nin asit/baz Ozellikleri (proton baglanmasi) belirlendikten sonra,
modellemenin ikinci asamasina ge¢ilmis ve iyon degisimi deney sonuglari
kullanilarak Cr(IIl)-EPS reaksiyon stokiyometrileri ile bu reaksiyonlarin olusum
sabitleri belirlenmistir. EPS-metal komplekslesmesi, EPS’de bulunan karboksilik ve

fosfat gruplarindaki protonlar ile metal iyonlarinin yerdegistirmesi ile
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gerceklesmektedir [5, 19, 20, 68]. EPS-Cr(IIl) kompleks olusum reaksiyonu, asagida

verilen reaksiyon ile tanimlanamistir.

mCr’" +iHL = Cr, L™ +iH" (3.8)

Bu reaksiyona ait sartli olusum sabiti agagidaki denklemde verildigi sekliyle ifade

edilmistir:

_[Cr(L)& )T

P [Cr**][HL]

(3.9)

Burada HL protonlu fonksiyonel siteyi, Cr(L)"™" ise Cr(Ill)-EPS

kompleksini gostermektedir. Bu reaksiyona ait olusum denge sabitinin (f;;)
hesaplanmas1 FITEQL igerisinde olusturulan ayri ligand modelinin iyon degisimi

deney sonuglarina uydurulmasi ile miimkiin olmustur.

3.2.7. Kesikli Adsopsiyon Deneyleri

Kesikli adsorpsiyon deneyleri, 50 ml’lik Oak Ridge santrifiij tiiplerinde 3 g/L
toprak konsantrasyonu, 50-100 ppm EPS konsantrasyonu ve 0,01 M iyonik siddet
olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Deneyler pH 3 — 9 araliginda yapilmis ve
deneylerde baslangic krom konsantrasyonlar1 10° M olarak belirlenmistir. Istenilen
kimyasal kosullarda hazirlanan deney siseleri oda sicakliginda (~25°C) ve 175
rpm’de 3 giin boyunca c¢alkalanmistir. Cozeltilerin son pH’lar1 not edilmistir. Daha
sonra drnekler, 10000 rpm’de 25 dakika boyunca santiirfiijlenmistir. Kati-sivi ayrimi
saglandiktan sonra, ¢ozeltiden 5 mL alinarak pH’st 2 olacak sekilde HNO; ile
asitlendirilmis ve ICP-MS’de krom analizi yapilmistir. Ayni sekilde farkli pH
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araliklarinda krom icermeyen 50 ppm EPS igeren c¢ozeltilerde hazirlanmis ve
EPS’nin topraga adsorpsiyonu aragtirilmistir. Cozeltide kalan P miktar1 ICP-MS’de

analiz edilmis ve elde edilen sonuglardan EPS adsorpsiyonu saptanmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. TOPRAK ORNEGININ BAZI FiZIKSEL VE KIMYASAL OZELLIKLER]
Arastirmada kullanilan topragin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri 105 Y

272 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda saptanmustir. Bu veriler Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2°de verilmistir [36].

Cizelge 4.1. Toprak 6rnegine ait bazi parametreler [36]

Ozellik Deger
Nem (%) 11,38
Suya doygunluk (%) 68
Tuz (%) 0,031
Toprak reaksiyonu (pH) 7,57
Kireg (CaCO3) (%) 5,02
Organik madde (%) 3,17
Alnabilir P (kg P,Os/da) 1,03
Alnabilir K (kg K,O/da) 40

Katyon degistirme kapasitesi (KDK) (me/100 g) |49,48

Spesifik yiizey alani (m?/g) 229
Kum (0.06-2 mm) (%) 62,91
Silt (0.002-0.06 mm) (%) 20,54
Kil (<0.002 mm) (%) 16,55
Tekstiir Siifi SL
Gegirgenlik (cm/h) 14,78
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Cizelge 4.1°de goriiliiyor ki, toprak 6rneginin suya doygunluk orant %68’dir.
Bu da ortalamanin (%20-30) iistiinde bir degerdir. Toprak reaksiyonu yaklasik 7,5
olup hafif alkalin karakterdedir. Toplam tuz orani ortalama %0,03 civarinda olup
tuzsuz olarak nitelendirilebilir.  Kire¢ oram1 %5,02°dir ve orta kiregli olarak
siiflandirilabilir.  Organik madde igerigi %3,17 olarak yiliksek sayilabilecek bir
yiizdeye sahiptir. Aragtirmada bulunan fosfor (1,03 kg P,0Os/da) az miktarda,
potasyum ise (40 kg K,0O/da) bol miktarda bulunmaktadir. Topragin biinye sinifi ise,
kumlu tin (SL) olup hizli gegirgenlige sahiptir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2. Toprak 6rnegine ait bazi kimyasal parametreler [36]

Ozellik Deger
Si0; (%) 35,24
ALO; (%) 20,36
Fey03 (%) 14,12
TiO; (%) 1,15
CaO (%) 3,60
MgO (%) 1,12
NaO (%) 0,21
K>0 (%) 1,30

Toprakta X-Ray Floresans cihazi ile belirlenen kimyasal bilesenler Cizelge
4.2°de verilmistir. Elde edilen bulgulara gore topraklarin SiO,; Al,O3; Fe;Os; TiOs;
CaO; MgO; Na,O ve K,O igerikleri % olarak sirayla 35,24; 20,36; 14,12; 1,15; 3,60;
1,12; 0,21 ve 1,31 olarak belirlenmistir. XRF analizleri ile uyumlu olarak XRD
analizleride, topraktaki temel minerallerin SiO,, CaCOj; ve kaolinit/montmorillonit

gibi  bazi kil minerallerinin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1). XRD
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cozlimlemelerinde Fe elementini biinyesinde barindiran kristalin ~ fazlarin
gozlenmeyisi XRF analizleri ile belirlenen yliksek Fe,O; icerigi ile uyumsuzluk
olusturmaktadir. Ancak topragin bilesiminde amorf demiroksit fazlarinin XRD
piklerinde gézlenmemesi nedeniyle fazla gézlenen Fe;Os igeriginin amorf fazlardan
kaynaklandig1 soylenebilir. Topraklarin Al,O; igeriginin yiliksek olusu, bu elementin
kil mineralleri yapisinda bolca bulunmasindan kaynaklanmigtir. Topraklarin Al- ve
Fe- oksit igeriklerinin yiiksek olusu bu tip topraklarin metaller i¢in iyi birer adsorbent
olduklarinmi gostermektedir [69]. Ayrica, topraklarin KDK degerinin yiiksek olusuda
ulagilan bu sonucu desteklemektedir. USEPA standart yontemine gore topraklarin
toplam Cr ve Cr(VI) konsantrasyonlarmmin belirlenebilen degerlerin altinda

oldugundan 0 olarak kabul edilmistir [50].

Q
260 7 Q = Kuartz
K = Kkalsit
210 KaM = Kaolinit-Montmorillonit

M = Montmorillonit

§ 160 | K
?
110
E KaM
M Q
60 M
KaM
10
I I I I I I I
0 10 20 30 40 50 60 70

2-theta (Degree)

Sekil 4.1. Toprak XRD spektrumu [36]
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4.2. EPS KARAKTERIZASYONU DENEY SONUCLARI

Cizelge 4.3’te goriildiigi lizere, farklt EPS tiirleri farkli miktarlarda madde
icermektedir. P. aeruginosa P16 Kkiiltiiriinden izole edilen EPS’nin biiyilk bir
cogunlugunu seker olusturmaktadir. Protein ve seker biitin EPS’lerin temel
bilesenleri iken P ve uronik asit igerikleri nispeten diisiiktlir. Analizleri yapilan bu
EPS icerikleri Guibaud ve ark. tarafindan bir aktif camur sisteminden izole edilen
bakterilere ait EPS’lerin genel 6zellikleri ile benzerlik gostermektedir [19]. Ancak
elde edilen bu veriler, uronik asit konsantrasyonu hari¢ Hung ve ark. [16] tarafindan

P. Fluorescens Biovar II kiiltliriinden saflastirilan EPS ile benzerlik gostermektedir.

Cizelge 4.3. P. aeruginusa P16 ve P. putida P18 Kkiiltiirlerinden izole edilen

EPS’lerin baz1 6zellikleri

P. aeruginusa P16 P. putida P18
PARAMETRE
Toplam Seker (mg/g EPS) 706 276
Toplam Protein (mg/g EPS) 113 115,7
Toplam Uronik Asit (mg/g EPS) 15,64 12,24
Toplam P (mg/g EPS) 25,70 24

EPS karakterizasyonu, EPS’nin metal kompekslesmesini saglayici
fonksiyonel gruplar1 igermesi nedeniyle onemlidir. Karboksilik gruplar EPS’de
mevcut protein, uronik asit ve amino sekerlerden gelirken, fosforik gruplar ise
niikleik asitler varligindan gelmektedir. Fenol ve amin gruplar1 ise EPS’de bulunan
protein ve amino sekerlerde bulunmaktadir. Hidroksilik gruplarin kaynagi ise

EPS’deki polisakaritlerdir [67, 70].
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EPS tiirlerinin igerikleri Sekil 4.2°de karsilagtirlmigtir. Her iki EPS
tiriinde de toplam protein, uronik asit ve P miktarlar1 birbirine yakin degerlerdedir.
Toplam seker igerigine bakildiginda ise P. aeruginosa P 16 bakterisinden izole

edilen EPS’de ¢ok daha fazla miktarda bulundugu agik bir sekilde goriilmektedir.

800 -
700 -
600 -

& 500 -

5,400 -

=300
200 -
100 -

M P.aeruginosa P 16

P.putidaP 18

Toplam Toplam Toplam Toplam P
Seker Protein Uronik
Asit

Sekil 4.2. EPS tiirlerinin toplam seker, protein, uronik asit ve toplam fosfor

igeriklerinin dagilimlari

4.3. RECINE-Cr(IlI) iIZOTERM DENEY SONUCLARININ MODELLENMESI

I.nci asama deney sonuclarindan elde edilen izoterm egrileri Sekil 4.3’te
verilmistir. Bu izoterm egrileri bir kimyasal model igerisinde modellenmis ve Cr-
recine ylizey kompleksi olusum denge sabiti belirlenmistir. Bu kimyasal model
igerisinde Cr(IIl)’un reg¢ine yiizeyine tutunmasi asagida verilen iyon degisimi

reaksiyonu ile ifade edilmistir:

_ [Na'F[CIR]

Na,R+Cr"" =CrR+3Na" K ,=—"——-
[Na,R][Cr™]

(4.1)
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Bu reaksiyonda R negatif yiiklii regine yiizeyini ve CrR ise yiizeyde olusan Cr
kompleksini ifade etmektedir. Her bir Cr iyonu ile 3 adet Na iyonu yer degistirmistir.
Simiilasyonlarda recine konsantrasyonu (mol/L) bagimsiz degisken ve regine
ylizeyine tutunan Cr(III) konsantrasyonu (mol/L) ise bagimli degisken olarak
tutulmustur. Simiilasyonlarda kullanilan su fazi Cr(IIl) bilesikleri Cizelge 4.4’de
verilmigtir. Modellerde su fazi bilesikleri i¢in aktivite katsayilarin hesaplanmasi
Davies denklemine gore yapilmistir. Yukarida belirtildigi gibi izoterm deneylerinin
yapildigi pH degerlerinde su fazinda gerceklesen temel reaksiyon, reaksiyon 4.2
olup, Rai ve ark. [62] tarafindan yapilan bir ¢aligmaya gore bu reaksiyonun olusum

sabitinin (log 2

Cr(OH)

.. ) -3.57°den biiylik bir deger oldugu saptanmaistir.

[Cr(OH)™ J[H"]
[Cr]

Cr'+ H,0=Cr(OH)” +H" B . = (4.2)

Cizelge 4.4. Su fazi Cr(IIl) hidroliz reaksiyonlari ve bu reaksiyonlara ait olusum

denge sabitleri [62]

Reaksiyon log K (I=0) Kaynak

Cr' +H,0 = Cr(OH)* + H" -3,486 + 0,076 Bu arastirma
Cr’" +2H,0 = Cr(OH)," + 2H" >.9,87 Rai ve ark.
Cr’" + 3H,0 = Cr(OH); + 3H" >-16,19 Rai ve ark.
Cr’" + 4H,0 = Cr(OH), + 4H" >-27,65 Rai ve ark.

Han ve ark. [64] tarafindan ise bu reaksiyon i¢in olusum sabitinin -3.82
oldugu bildirilmistir. izoterm deneylerinin pH 3 ve 4’te yapilmasmin en biiyiik
nedeni Cr-recine yilizey kompleksi olusum sabiti ile birlikte Reaksiyon 4.2°nin
olusum denge sabitinin belirlenmesi ve literatiirde goriilen bu belirlisizligin

doldurulmasidir.
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Sekil 4.3’te deney sonuglar1 ile birlikte yapilan simiilasyonun sonuglari
verilmigtir. Simiilasyonlar sonucunda, Reaksiyon 4.2 ve Cr-regine yiizey kompleksi

olusum sabiti, sirast ile log S =-3,486 + 0,076 ve log K ,= -1,888 + 0,027

Cr(OH)*
olarak bulunmustur. FITEQL igerisinde gelistirilen modelin deneysel veriyi ifade
etme basarist WSOS/DF( weighted sum of squares/degrees of freedom) degeri ile
belirlenmekte ve Dzombak ve Morel [71]’e gore bir modelin istatistiksel olarak
gecerli sayilmasi i¢in bu degerin 20’den az olmasi1 gerekmektedir. Yapilan
simiilasyonlar sonucunda WSOS/DF degeri 1,071 olup, Reaksiyon 4.2 ve Cr-regine
yiizey kompleksi olusum denge sabitlerinin bulunmasi i¢in yapilan optimizasyonun
istatistiksel olarak gecerli oldugu gortilmiistiir. FITEQL, kimyasal model tarafindan
ongoriilen kiitle denkligi ve kiitle aksiyon denklemlerine bagli olarak deneysel veri
ve model sonuglar arasindaki farki azaltarak komplekslesme reaksiyonun olusum
denge sabitini tahmin etmektedir. Goriildiigii izere Reaksiyon 4.4 icin elde edilen

deger -3,486 olup, Rai ve ark. [62] tarafindan belirtildigi gibi -3,57’den biiyiiktiir.
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4.4. EPS POTANSIYOMETRIK TITRASYON EGRILERININ SIMULASYONU

Bakteriyal EPS yapisinda karboksilik, fosforik, amin, fenolik ve hidroksilik
gruplart iceren heterojen bir organik molekiildiir. EPS’lerin asit/baz ozellikleri
(proton baglanmasi) Westall ve ark. [65] tarafindan gelistirilen ayr1 ligand modeli ile
karaterize edilmistir. Sekil 4.4°te P. aeruginosa P16 ve P. putida P18 bakterilerinden
elde edilen EPS’lere ait potansiyometrik titrasyon egrileri bulunmaktadir. Deneyler
0,01 ve 0,1 M NaCl olmak fiizere iki ayr1 iyonik gligte yapilmistir. Sekil 4.4’te
goriildiigii lizere c¢alisilan pH araliklarinda EPS’lerin yiizey yiiklerinin negatif
olduklar1 goriilmektedir. Bunun nedeni yapilarinda bulundurduklar1 ve yukarida adi
gecen fonksiyonel gruplarin birgogunun bu pH araliklarinda protonlarini kaybetmis

olmalandir.
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Sekil 4.4. EPS’lerin 0,01 ve 0,1 M NaCl Cozeltisinde Titrasyonu, (a) P. aeruginosa
P16, (b) P. putida P18
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Bu grafikler, eklenen toplam asit veya baz konsantrasyonu-pH degerlerine
gore cizilmistir. Kalin ¢izgiler ayri ligand modeli simiilasyonlarini gostermektedir.

Simiilasyonda kullanilan parametreler ve degerleri Cizelge 4.5.’te sunulmustur.

Cizelge 4.5. EPS Asit/Baz Reaksiyonlari

Reaksiyon THL;(mmol/g)* log K (1=0)
P. putida P18°
HL, 0,959 +0,016 -4
HL, 0,715 £ 0,009 -6
HL; 0,356 £0,013 -8
HL, 0,626 £ 0,016 -10
Li +Na" =NaL; 1,006
P. aeruginosa P16°
HL, 0,773 £ 0,011 -4
HL, 0,673 + 0,008 -6
HL; 0,380 +0,012 -8
HL,4 0,254+ 0,017 -10
Li+Na' = NaL; 0,727

a: Sekil 4.4’teki titrasyon egrilerinin FITEQL igerisinde gelistirilen ayr1 ligand

modeli ile optimize edilmesi ile bulunmustur.

b: Toplam HL(i) = 2,656 + 0,014 mmol/g; Ty°=-23,17 uM

c¢: Toplam HL(i) = 2,080 + 0,012 mmol/g; Ty’ = 131
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Simiilasyonlarda ana denklem olarak proton denge denklemi kullanilmistir:

T =[H']-[OH ]- Y [L.]- > [NaL ] (4.3)

Herhangi bir “i” ligandi i¢in kiitle denkligi denklemi ise asagida verildigi gibidir:

T, =[HL]+[L;]+[NaL,] (4.4)

Ty'nin deneysel degeri (T;” ) asagida verilen denklemle hesaplanmustir:

T =C, —C, + T = AT, + AT® (4.5)

Burada C, ve C, titrasyon siiresince sisteme eklenen toplam kuvvetli asit veya
baz konsantrasyonunu gosterirken T;; ise baslangi¢ta EPS’de bulunan kuvvetli asit

veya baz konsantrasyonunu ifade etmektedir.

Ayarlanabilir parametrelerin degerleri (T, (i)) FITEQL igerisinde gelistirilen

ayr1 ligand modelinde fark fonksiyonunun (Y) minimize edilmesi ile hesaplanmaistir:

Y =T - T (4.6)

Burada T hesaplanan degeri ve T* ise deneysel veri olarak gosterilmistir.
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Ay ligand modeli ile EPS gibi dogal bir polisakaritin simulasyonunda

kargilasilan en kiritik ve zor kisim ise baslangigtaki kuvvetli asit veya baz
konsantrasyonun (T ) belirlenmesidir. Westall ve ark. [65] bu sorunu detayli bir
sekilde irdelemis ve bu karmasanin ¢Ozliimii i¢in bir takim secenekler ortaya
koymustur. ~ Westall ve ark. [65]in Onerildigi sekilde, modelde T ’y1 bir
ayarlanabilir parametre olarak kullanilmistir. Ayrica, modelde ¢ozelti iyonik

giictiniin Cr(III)’tin EPS’ye baglanmasina etkisi tek bir KNa(i)degeri ile ifade

edilebileceginden, o sekilde uygulanmistir.

Modelde her bir monoprotik asit grubu konsantrasyonu (T, (i)) ve elektrostatik

enerji terimi degerinin hesaplanmas1 (K ), Sekil 4.4’te verilen titrasyon

Na(i)
egrilerinin ayr1 ligand modelinde simiile edilmesi ile miimkiin kilinmistir. Burada
amac, dogal pH araliklarinda minimum sayida monoprotik asit grubu kullanarak
EPS’nin asit/baz ozellikleri belirlemektir. Simiilasyon sonuglart Cizelge 4.5°te
verilmigtir. Goriildiigii gibi c¢alismada kullanilan biitliin EPS’lerin  asit/baz
Ozelliklerinin dogru bir sekilde ifade edilmesi i¢in HL,, HL,, HL; ve HL4 olmak
lizere minimum 4 ayr1 monoprotik asit grubu kullanilmig ve bu monoprotik asit
gruplarmin pK, degerleri sirasiyla 4, 6, 8 ve 10 olarak tutulmustur. Operasyonel
anlamda pK, 4 asit gruplart EPS’deki karboksilik (-COOH) fonksiyonel gruplari,
pK. 6 karboksilik/fosforik asit gruplarini, pK, 8 fosforik asit gruplarini ve pK, 10 ise
hidroksil/fenolik fonksiyonel gruplar1 temsil etmektedir. Belirlenen bu fonksiyonel
gruplar bakteri yiizeyleri ve bakteriyel EPS icin belirlenen fonksiyonel gruplar ile
birebir benzerlik gostermektedir [20, 67, 68, 72]. Calismada kullanilan EPS’lerin pK,
degerlerine gore konsantrasyon dagilimlar1 Sekil 4.5’te verilmistir. Biitiin EPS’lerin
karboksilik grup konsantrasyonlarinin fazla olusu bu fonksiyonel gruplarinin metal
baglanmasinda biiyiik rol oynayacagini gostermektedir. Yukarida belirtildigi gibi pK,
8 fonksiyonel gruplart EPS’deki fosforik asit fonksiyonel gruplarini temsil

etmektedir.
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Sekil 4.5. EPS fonksiyonel gruplarinin pK, degerlerine gére dagilimi

Modelce tahmin edilen bu degerler ICP-MS ile belirlenen EPS’lere ait P
icerigi ile birebir ortlismektedir. Hung ve ark. [16]’e gore P. fluorescens Biovar II
susundan ekstrakte edilen EPS’de temel fonksiyonel gruplar karboksilik fonksiyonel
gruplar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Guibaud ve ark. [19]’e gore de hem karboksilik

hem de fosforik asit gruplarinin metal-EPS etkilesiminde rol aldigini1 gostermektedir.

Cizelge 4.5’te verilen sabit pK, degerleri kullanilarak, her bir EPS’ye ait

titrasyon egrisinin modellemesi i¢in toplam 6 adet ayarlanabilir parametreye ihtiyag

duyulmustur (4 adet T, 1 adet Kiapve 1 adet T?). Fonksiyonel grup toplam

HL(i) * i
konsantrasyonu ve model ayarlanabilir parametre sayis1 karsilastirildiginda EPS’lerin
humik asit gibi dogal organik maddelere oranla daha uniform ve basit bir yapiya
sahip oldugu anlasilmaktadir [16]. Ornegin, Lenhart ve Honeyman [74] ayr1 ligand
modeli ile humik asit asit/baz Ozelliklerini modellemis ve modelde en az 7 tane
ayarlanabilir parametreye ihtiya¢ duyuldugunu gostermistir. EPS’lerin fonksiyonel

grup toplam konsantrasyonlari (Tyg) sirastyla P18 ic¢in 2,656 ve P16 i¢in 2,08

72



mmol/g’dir (Cizelge 4.5). Belirlenen bu degerler literatiirde diger EPS’ler igin
belirlenen degerler ile birebir Ortiigmekte iken humik maddeler igin belirlenen
degerlerin ¢ok altindadir [19, 68]. Lamelas ve ark. [68] NICA Donan modelini
kullanmis ve EPS’nin humik maddelere gore daha az fonksiyonel gruba sahip
oldugunu gostermistir. Ornegin, fulvik asitte belirlenen fonksiyonel grup toplam

konsantrasyonu 7,74 mmol/g iken bu deger humik asit i¢in 5,7 mmol/g’dir [68].

4.5. EPS-Cr(Il) KOMPLEKS OLUSUMUNUN AYRI LIGAND MODELI iILE
MODELLENMESI

EPS’lerin asit/baz 0Ozellikleri belirlendikten sonra, modellemede ikinci
asamaya gecilmis ve 1iyon degisimi deney sonuglart kullanilarak Cr-EPS
reaksiyonlar1 ve bu reaksiyonlara ait olusum denge sabitleri belirlenmistir. Ayrica, bu
analizler sonucunda EPS’deki hangi fonksiyonel gruplarin Cr ile etkilestigi Sekil 4.6’
da EPS konsantrasyonuna (meq/L) bagh olarak recine yiizeyine tutunan Cr
konsantrasyonu (mol/L) egrisi verilmektedir. Goriildiigii {izere artan EPS
konsantrasyonuna bagli olarak regine ylizeyine tutunan Cr(III) miktar1 azalmaktadir.
Bu, su fazinda Cr-EPS kompleksinin olustugu ve bu kompleksin regine sitelerine
tutunmadigini gostermektedir. fyon degisimi deneylerinde kullanilan toplam Cr(III)
konsantrasyonu 10 M iken icin recine konsantrasyonu ise 1,452x10™ M (0,2905 g
/L)y dr.
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Sekil 4.6. EPS/Cr iyon degisimi deney sonuglar1 (Cr(Ill)r = 10° M; I = 0.01 M
NaCl), (a) P. putida P18, (b) P.aeruginosa P16

Not: Kalin ¢izgi elektrostatik olmayan ayr1 ligand modeli optimizasyon sonuglarini
gostermektedir.
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Sekil 4.6’da deney sonuglar1 ile birlikte yapilan simiilasyonun sonuglari
verilmigtir. Simiilasyonlarda, su fazi krom reaksiyonlarina (Cizelge 4.4) ilaveten
titrasyon deneyleri kullanilarak belirlenen EPS proton reaksiyonlar1 (Cizelge 4.5) ve
Cr(Ill)-recine iyon degisimi reaksiyonu (Reaksiyon 4.1) kullanilmaktadir. Hangi
monoprotik asit grubunun Cr ile etkilesime girdiginin belirlenmesi i¢in model
ligandlar1 (HL;, HL,, HL; and HL,) ile Cr(IlI)’{in yapabilecegi biitiin reaksiyonlar
sistematik bir sekilde model icerisinde tek tek denenmis ve modellerin WSOS/DF
degerleri not edilmistir. Burada yapilmaya c¢alisilan deneysel veriyi tanimlayan en
uygun modeli olusturmaktir. Sistematik yapilan bu degerlendirmeler sonucu, P18
EPS’si i¢in Cr(III)’iin iyonlagma sabiti pK, 6 olan monoprotik asit grubu (HL,) ile
1:1 Cr:L, kompleksi olusturdugu belirlendi. P16 EPS’si ise P18 EPS’sinde oldugu
gibi Cr(IIl)’iin HL, fonksiyonel grubu ile bag kurdugu ve reaksiyon sonucunda 1:2
Cr-L, kompleksinin olustugu goriilmiistiir. ilgili reaksiyonlar ve bu reaksiyonlara ait
olusum denge sabitleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Bu sonuglardan anlagilacagi iizere
caligilan biitiin EPS’lerde mevcut karboksilik ve fosforik gruplarin Cr ile kompleks
olusturmada cok biiylik rol aldigin1 gostermektedir. Guibaud ve ark. [19] ve Lamelas
ve ark. [68] metal-EPS interaksiyonlarinda benzer fonksiyonel gruplarin rol aldigini
gostermektedir. Sekil 4.7 ve 4.8’de muhtemel Cr(III)-fosforik asit ve Cr(III)-COOH

gruplart muhtemel kompleks yapilar1 verilmistir.
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Sekil 4.7. Cr(I1I)-fosfat muhtemel kompleks yapis1 [73]

O
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Sekil 4.8. Cr(III)- karboksil grubu muhtemel kompleks yapisi [73]
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Cizelge 4.6. EPS/Cr kompleks olusum reaksiyonlari ve belirlenen olusum denge

sabitleri

Ligand Reaksiyon Log K (I=0)* | WSOS/DF

P. aeruginosa P16 |Cr’" + 2HL, =Pu(L,),  +2H" |1.199 +0.058°]0.524

P. putida P18 Cr' +HL,=Pu(L,)* +H' 1.225 +0.029° | 2.054

* Sekil 4.6’da verilen iyon degisimi deney sonuglarinin ayri ligand modeli

simiilasyonu ile bulunmustur

® Olusum sabitleri icin belirlenen hata paylart Cr analizleri (+ 3%) ve pH
Olctimlerindeki (£0,01 pH birimi) belirsizliklerin model igerisinde yansitilmasi ile

belirlenmistir.

4.6. KESIKLI ADSORPSIYON DENEYI SONUCLARI

4.6.1. Cr(IlT)’iin pH’a Bagh Olarak Topraga Adsorpsiyonu

10° M baslangic metal, 3 g/L toprak konsantrasyonunda, 1=0,01 M
kosulunda pH’a bagl olarak Cr(Ill)’iin topraga adsorpsiyonu sekil 4.9’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Cr(IIT)’tin pH’a bagl olarak topraga adsorpsiyonu

Grafikte goriildigii lizere pH arttikga, Cr(IIl) adsorpsiyonu artmaktadir.
Bunun nedeni sulu ¢ozeltilerde katyon durumunda olan Cr(IIl)’lin, pH yiikseldikce

negatiflige kayan toprak yiizeyine olan ilgisinin artmasidir.

Toprak 6rneginde %35,24 gibi yiiksek bir oranda bulunan SiO,in PZC
degeri 2°dir (Cizelge 3.1-3.2). Ayrica topragin XRD analiz sonuglarinda, toprak
orneginin bol miktarda kaolinit ve montmorilinit icerdigi saptanmistir. Ozellikle kil
mineralleri yiizeylerinden pH artisina bagl olarak kaybettikleri protonlar nedeniyle
negatif yiiklenmistir. Hirdoksil ve silanol gruplarini igeren kil mineralleri katyon
durumundaki Cr(II) i¢in iyi bir adsorbent olmustur [3]. SiO,, kaolinit ve
montmorilinite ait PZC degerleri ise sirasiyla 4,6 ve 2,5°dir (Cizelge 3.1, sekil 4.1).
Buna bagli olarak c¢alisilan pH araliklari, toprak bilesenlerinin kendine 6zgii PZC
degerlerinin iizerinde oldugu i¢in, bu bilesenelerin yiizeyleri negatif olarak
yiiklenmistir. pH artistyla, PZC degerlerinde daha ¢ok sapma oldugundan dolayi,
toprak ylizeyi, pH artisina bagli olarak daha ¢ok negatif olarak yiliklenmis ve
dolayisiyla Cr(III) adsopsiyonu artmuistir.
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Gergeklesen kimyasal olayin yiizeye ¢okelmeyi icermedigi sdylenebilir.
Bunun nedeni c¢alisilan Cr(III) konsantrasyonun ¢ok diisiik olmasi ve Cr(IIl)’lin

pH<8 olmas1 durumunda ¢dkeliyor olmasidir.

4.6.2. P. aeruginosa P16 Bakterisinden izole Edilen EPS nin pH’a Baglh
Olarak Topraga Adsorpsiyonu

I=0.01 M kosulunda, 3 g/L toprak ve 50 ppm EPS igeren 6rneklerin pH
degisimine bagli olarak topraga adsorpsiyonu sekil 4.10°da gosterilmistir. EPS
adsorpsiyonu, EPS’deki temel kompleks yapici bilesen oldugu daha onceden

belirlenen fosfat gruplarinin adsorpsiyonu iizerinden degerlendirilmistir.

45 3 g/L toprak
50 ppm EPS

*

35 *
30 * *

25 * ¢
20
15

% EPS Adsropsiyonu

10

pH

Sekil 4.10. P. aeruginosa P16 bakterisinden izole edilen EPS’nin pH’a bagli olarak

topraga adsorpsiyonu

Yukarida agiklandigi sekilde pH artisina bagli olarak daha ¢ok negatif

yiiklenen toprak yiizeyi, sulu ¢ozeltilerde anyonik formda bulunan PO4> iyonlarina
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kars1 ilgi gostermemektedir. Bu nedenle pH artisina bagli olarak fosfat iyonu
dolayistyla EPS adsorpsiyonu azalmistir. Grafikte, pH 4-6 arasinda fosfat iyonu
adsorpsiyonu pH ile dogru orantil1 olarak tam tersine artis gdstermektedir. Onceden
belirtildigi gibi pKa 6 ve pKa 8 ile ifade edilen fosforik asit bu pH araliklarinda
reaktif degilidir. EPS’de yer alan diger gruplarla bir koordinasyon igerisinde bulunan
fosfatin adsorpsiyonunun, bu nedenle bu pH araliginda bir genelleme yapilmaksizin

arttig1 soylenebilir.

4.6.3. Cr(1llyiin P. aeruginosa P16 Bakterisinden izole Edilen EPS
Varliginda, pH’a Bagli Olarak Topraga Adsorpsiyonu

3 g/L toprak ve 50 ppm EPS igeren, 0,01 M iyonik giice sahip drneklerde
pH’ya bagli Cr(IIl) adsorpsiyonu, sekil 4.11 te gosterilmistir.

_ 100 e 3 g/L toprak
ﬁ 90 - o 0 0 © 1=0.01M
5 50 000 ° o C0=1.10°M
T 70 |
o 50 ppm EPS
g 0 e O 0 (A pp
3 50 - 0 (@) @ Cr{Ill) adsorpsiyonu
40 -
F;.’ 30 1 O EPS varlginda Cr{I)
) 20 adsorpsiyonu
= 10 A

O T T T T T 1

pH

Sekil 4.11. Cr(Ill)’tin 50 ppm P. aeruginosa P16 bakterisinden izole edilen EPS
varliginda, pH’a bagli olarak topraga adsorpsiyonu
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Grafikte gorildigi tizere diisiik pH’larda EPS varligmin, Cr(III)
adsorpsiyonu iizerinde herhangi bir etkisi olmamigtir. Bunun nedeni temel kompleks
yapici ligand olarak saptanan fosfat iyonlarinin diisiik pH’larda reaktif olmamasidir.
Yaklagik pH 6 ve yukarisinda adsorpsiyonun azaldigi goriilmektedir. Artan pH’a
bagli olarak negatiflige kayan toprak yiizeyine Cr(IIl) adsorpsiyonun azalmasi i¢in
neden, katyonik durumdaki Cr(III) iyonunun EPS ile kompleks olusturmasi ve
kompleks olusumuyla daha kararli bir hale biiriinen Cr(IIl)’iin, toprak ylizeyine
tutunamamasi yada EPS’nin toprak ylizeyine tutanarak Cr(IIl) adsorbe olacagi

siteleri iggal etmesi olabilir. Bu iki durumun her ikiside gerceklesmis olabilir.

4.64. P. aeruginosa P16 Dbakterisinden izole edilen farkh
konsantrasyonlardaki EPS’nin, pH’a bagli Cr(III) adsorpsiyonuna etkisi

3 g/L toprak, iyonik giicii 0,01 M olan 6rneklerde 50 ve 100 ppm olmak
tizere farkli EPS konsantrasyonlarinin Cr(IIl) adsorpsiyonuna etkisi sekil 4.12°de

gorilmektedir.
90 - 3 g/Ltoprak
o oc® " u g o C0=1.10°M
60 - O o -.8 (.)
50 - (o e

40 -
30 -

B 100 ppm EPS
Q50 ppm EPS

% C'r(IIT) adsorpsiyonu

10

Sekil 4.12. Farkli EPS konsantrasyonlarinin Cr(III) adsorpsiyonuna etkisi
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Sekil 4.12°de, farkli EPS konsantrasyonlarinin Cr(II) adsorpsiyonu
tizerinde etkisi olmadigi goriilmektedir. Eger EPS’de yer alan fonksiyonel gruplarin
tamami Cr(IIl) ile kompleks olusturmus olsaydi, farklt EPS konsantrasyonlarinda
farkli adsorpsiyon verimleri saglanacakti. Bu durum, yukarida da séylendigi iizere,
EPS’nin Cr(IlI) kompleks olusumundan sonra bile yiizeyinde bol miktarda

fonksiyonel grup icerdiginin bir kanitidir.

4.6.5. Cr(Ill)’iin P. putida P18 Bakterisinden Izole Edilen EPS
Varliginda, pH’a Bagli Olarak Topraga Adsorpsiyonu

3 g/L toprak ve 50 ppm EPS igeren, 0,01 M iyonik giice sahip drneklerde
pH’ya bagli Cr(III) adsorpsiyonu, sekil 4.13’te gosterilmistir.

3g/Ltoprak
[=0.01 M
_ 5
100 Co=1.10"M
= L ]
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Z 70 o° Oo
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/"_j\ 40
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‘:;:.f 20 Cr{ln}
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o 0
3 4 5 6 7 8 9

Sekil 4.13. Cr(Ill)’tin 50 ppm P. putida P18 bakterisinden izole edilen EPS
varliginda, pH’ya bagh olarak topraga adsorpsiyonu
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Sekil 4.13’te gorildigl tzere, diisik pH’larda EPS varligimin, Cr(III)
adsorpsiyonu iizerinde herhangi bir etkisi olmamigtir. Bunun nedeni temel kompleks
yapici ligand olarak saptanan fosfat iyonlarinin diisiik pH’larda reaktif olmamasidir.
Yaklagik pH 6 ve yukarisinda adsorpsiyonun azaldigi goriilmektedir. Artan pH’a
bagli olarak negatiflige kayan toprak yiizeyine Cr(IIl) adsorpsiyonun azalmasi i¢in
neden, katyonik durumdaki Cr(III) iyonunun EPS ile kompleks olusturmasi ve
kompleks olusumuyla daha kararli bir hale biiriinen Cr(IIl)’iin, toprak ylizeyine
tutunamamasi ya da EPS’nin toprak ylizeyine tutanarak Cr(III) adsorbe olacagi

siteleri iggal etmesi olabilir. Bu iki durumun her ikiside gerceklesmis olabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. SONUCLAR

Bu aragtirma, topraktaki kromun mikrobiyal indirgenmesi siirecinde olusan
bakteriyel ekzopolimerik maddelerin (EPS), Cr(Ill) tasinimi {izerine etkisinin
bilinmemesi iizerine olusan bilgi boslugunu doldurmak adina yapilimistir. EPS’nin
Cr(III) ile etkilesimi ve buna bagli olarak Cr(III)’iin topraga adsorpsiyonuna etkileri

belirlenmistir.

EPS’nin kromla yaptig1 etkilesimin belirlenmesi i¢in dncelikle Pseudomonas
tiirlerine ait EPS’nin igerigi saptanmistir. Her iki EPS tiirtinde seker miktarlar haric,

EPS bilesenleri miktarlarinda benzerlik oldugu saptanmistir.

Yapilan iyon degisimi deneylerinde EPS’nin kromla kompleks olusmak
suretiyle etkilesime girdigi kanitlanmistir. Iyon degisimi deneylerine ilaveten,
potansiyometrik titrasyon deneylerinde de elde edilen bulgularla gerceklestirilen
simiilasyonda, her iki EPS tiirliniin icerigindeki fosfat gruplarinin kromla kompleks
olusturan temel fonksiyonel grup oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten karboksilik
gruplar da onemli kompleks yapici sitelerden biri olarak bulunmustur. Daha 6nce
yapilan c¢alismalardan farkli olarak temel kompleks yapici site olarak fosfat

gruplarinin belirlenmesi ¢aligmanin daha 6zgiin bir hale gelmesine neden olmustur.

Aragtirmanin temelini olusturan kesikli adsorpsiyon testlerinden elde edilen
sonuglar, toprakta biyolojik olarak krom gideriminin ¢ok i¢ agic1i olarak

sonu¢lanmadigin1 gostermektedir.
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Sadece Cr(Ill)’iin topraga adsorpsiyonu testlerinde artan pH’ya bagl olarak
Cr(IIT) adsorpsiyonu artmigtir. Bunun nedeni sulu ¢ozeltilerde katyon durumunda
olan Cr(Ill)iin, pH ylikseldikge negatiflige kayan toprak ylizeyine olan ilgisinin

artmasidir.

P. aeruginosa P16 bakterisinden elde edilen EPS, topraga Cr(Ill)
adsorpsiyonunu diisiik pH’larda etkilememektedir. Fakat dogal toprak pH’larinda

Cr(IIT) adsorpsiyonu azaltmak suretiyle bir etkisi olmustur.

P. putida P18 bakterisinden elde edilen EPS’de ayni1 sekilde topraga Cr(III)

adsorpsiyonunu azaltmistir.

5.2. ONERILER

Mikrobiyolojik Cr(VI) indirgenmesi siirecinde, mikroorganizmalarca ortama
yayilan EPS’nin yeni olusan Cr tiireviyle girdigi etkilesimler hakkinda literatiirde

herhangi bir bilgi mevcut degildir.

Elde edilen deney sonuglar, ortamdaki EPS’nin krom tasinimini arttirdigi
seklindedir. Bu durumun, biyoremediasyon ile agir metal giderimde mutlaka goz
oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Laboratuarda kurulacak bir model referans

alinarak biyoremediasyon kosullar1 6nceden belirlenmelidir.

Adsorpsiyon deneylerini destelemek adina kolon deneyleri yapilmalidir. Bu

sayade yeralt1 sistemine daha yakin sonugclar elde edilebilir.
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Cr(IIT)-EPS kompleksleri iizerinde daha fazla bilgi sahibi olmak i¢in FTIR
analizleri yapilmalidir. EPS’nin tam olarak karakterize edilmesi (6r: seker tiirleri,

protein tiirleri vb.), Cr(III)-EPS etkilesimlerini daha iyi anlamaya yardimci olacaktir.
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