1. GIRiS

insanlik tarihi boyunca, toplumlar doga ile etkilesim halinde yasamislardir.
Gecgen sureg igerisinde, insanlar dogayi tukenmez kaynak zinciri olarak
algilamig, hicbir onlem almadan yapilan ve isletilen sanayi igletmeleri tim
dunyaya yayilmigtir. Tarim alanlarinin agilmasi ve yeni yerlesim birimleride
dogay! olumsuz ydénde etkilemistir. insan aktiviteleri sonucu meydana gelen
asir miktardaki organik ve inorganik bilesikler her yil gevreye birakilmaktadir.
Bunlarin bir kismi bilingli olarak bir takim duzenlemelerle, bir kismi ise kaza
sonucuyla cevreye verilmektedir [1]. Agir metallerin nehirlerde ve sulu
ortamlarda birikmesi hem akuatik yagsami olumsuz ydnde etkilemekte [2],
hem de besin zinciri icerisinde insan saghgini tehdit etmektedir. Ayrica
bazilari, gevrede lipofil 6zellik kazanarak su, bitki ve hayvanlarda birikip besin

zinciri ile insanlara ulagmaktadir [3 , 4].

Cabuk sanayilesme ve sehirlesme sonucunda toksik metal miktarindaki
artma ekosistem icin potansiyel bir risk haline gelmistir. Madenciligin ve
akimla kaplamanin yer aldigi pekg¢ok endustride, uranyum, kadmiyum,
kurgun, civa ve bakir gibi agir metaller yuksek seviyede disariya
verilmektedir. Bu uretim prosesleri sonucu olusan islenmemis atiklarin ¢evre
Uzerinde ters etkileri vardir [1]. Igeriginde agir metal bulunan sanayi
atiklarinin dokuldugu nehirlerde ve sulu ortamlarda meydana gelen birikim
hem akuatik yasami hem de insan saghgini etkilemektedir. Bu birikimin
gegen yillarda arttigi bilimsel olarak da kanitlanmistir. Birgok gelismekte olan
ulkenin igme suyundaki agir metalleri giderme sisteminin bulunmamasi
sonucu, agir metallerle kontamine olmus igme sulari ve bu sularla sulanan
topraklarda yetisen tarim UrUnleri yoluyla toksik duzeylere ulagan metaller

insan saghgini etkiler hale gelmistir [3, 5].

Atik agir metal olusumuna neden olan proseslerden bazilari, metal
kaplamaciligi, metal cilalama prosesleri, madencilik ve maden cevheri

prosesleri, metal prosesleri, pil ve akumdulator Uretim prosesleri, termal gug



uretimi (kismen komir yakan fabrikalar), nikleer gug Uretimi vs. olarak
siralanabilir [1]. Cizelge1.1 de atik sulara metal birakan temel endustriyel

sektorleri detaylandiriimigtir [39].

Cizelge 1.1. Atk sulara metal birakan temel endustriyel sektorleri [39]

End(istri Metaller Bulunmasi muhtemel diger
maddeler
Maden prosesleri Catyonlar: Cu, Zn, Pb, Mn, | Fe, Al
u... Sdlfatlar, fosfatlar
Anyonlar: Cr, As, Se, V,...
Akim ile kaplama prosesleri | Cr, Ni, Cd, Zn Fe, ylizey aktif maddeler
Metal isleme Cu, Zn, Mn Fe, Al, ylzey aktif maddeler
Yanmis kémir glic | Cu, Cd, Mn, Zn,... Fe, Al
kaynaklar
Nukleer endistri U, Th, Ra, Sr, Eu, Am,... Fe
Ozel prosesler Hg, Au ve degerli metaller

Metaller, tium aerob ve g¢ogu anaerob mikroorganizmalar igin temel
minerallerdir. Ancak, suda dusik konsantrasyonlarda bulunmalari halinde
bile insan sagligina zarar verecek hastaliklara, hatta 6lime bile neden
olabilirler. Eser miktarda bile sakincali olabilen en 6nemli grubu, agir metal
olarak anilan Cu, Cr, Pb, Ag, Mn, Hg, Zn gibi elementler olusturmaktadir [6].
insan vicudu metalleri isleyemez ve kullanamaz. Bunun sonucu olarak
metaller cesitli organlarda birikmektedir. [1]. Metallerin toksik etkileri her
metalin Ozelligine gore degismektedir. Ancak genel olarak metallerin hepsi
birden fazla organ ve sistemi etkilemektedir. Toksik agir metaller; sinirlere ve
kemiklere zarar vermekte [7], vital enzim gruplarinin fonksiyonlarini bloke
etmekte [7] ve kansere neden olmaktadirlar [8]. Bununla birlikte agir metaller
bobrek iglevselliginin son bulmasina, karaciger, beyin ve merkezi sinir
sisteminin zarar gormesine de sebebiyet vermektedirler [2]. Dunya Saglik
Teskilati (WHO) ve Avrupa Birligi Konseyi (EU), icme sularindaki kabul
edilebilir Pb oranini 10ug/l, Zn miktarini 3mg/l olarak tavsiye etmektedir.

Metallerin diger sanayilerde de yer nedeniyle onlarin ¢evreden uzaklastirilip



bu sanayilerde tekrar kullanimini saglamak hem ekonomik hem de cevresel

kazang saglayacaktir.

Cevreden agir metal uzaklastirmak igin kullanilan geleneksel metodlarin yeni
cevresel sorunlar yarattigi, yetersiz ve pahalli oldugu bilinmektedir. Atik
sulardan agir metalleri uzaklastirmak icin uygulanan oksidasyon, indirgeme,
¢oOktirme, filtrasyon, buharlastirma, iyon degistirme, ters osmos gibi elektro
kimyasal, fiziksel ve kimyasal metotlar genellikle ylksek isletme masraflari
gerektirmeleri ve olusan kati atik gamurlarinin zor iglenir olmasindan dolayi
ticari olarak pratik degildir. Cok miktarda kimyasal gereksinimi ve dnceden
ongorilemeyen metal giderimi bu teknikler i¢cin s6z konusu olan bazi
dezavantajlardir. Ayrica, desorpsiyon igin gucli ve kontamine olmus
kimyasallarin  kullanimi, olusan toksik ¢amurlarin depolanacagi ozel
bdlgelerin gerekmesi, ikincil c¢evre kirlenmesine neden olmaktadir. Bu
dezavantajlar Ozellikle kompleks yapici organik madde ve dusuk metal
kontaminasyonu igceren blyUk hacimli endustriyel atik sularin islenmesi
sirasinda daha belirgin olmaktadir ve proses maliyetini arttirmaktadir [9].
Ayrica seyreltik gozeltilerden (1-100 mg/L) agir metallerin uzaklastiriimasi
acisindan da yeni metotlarin gelistiriimesi 6nemlidir [1]. Biyoteknolojik
yaklagimlar bu gibi sorunlari halletmek icin, 1980 lerden sonra ortaya

cilkmistir.

Agir metallerin ve onlarin zehirli etkilerinin su aritim tesislerinin atik sularinda
ve camurlarinda varligini surdurebilmesi, agir metaller icin 6zel olarak
tasarlanmis Kkirlilik kaynagindan uzaklastirma secgeneklerini gundeme
getirebilir. Bu 6zel islem, ¢ok miktarda atik su igleneceginden ucuz olmalidir.
Ayrica diger geleneksel yontemlerin etkisiz kaldigi, seyreltik ¢ozeltilerden
metal uzaklastiriimasi agisindan da yeni metodlarin gelistiriimesi dnemlidir.
Bu gibi sorunlarin halledilmesi i¢in biyolojik ydontemlerin kullanilmasi s6z

konusu olmustur [9].



Biyoremediasyon (biyoaritim) su, hava ve topraktaki kirliligin, bir ortamdan
baska bir ortama transfer edilmeden, mikroorganizmalar veya biyolojik
kokenli maddeler kullanilarak bir grup uygulama ile yok edilmesidir. Agir
metallerin canli veya Olu0 mikroorganizmalarla biyoaritimi son vyillarda
yanlizca yeni olmasiyla degil ayni zamanda endustrideki potansiyel
uygulamalari ile oldukca dikkat cekmistir [3,10]. ilk olarak radyoaktif
elementlerin  sulu ortamda mikroorganizmalar tarafindan dogrudan
adsorplandigr goézlenmis ve bu 06zelligin mikroorganizmalarin yasamsal
fonksiyonlarindan bagimsiz oldugu iddia edilmistir [9]. Bu ydntemlerin en
cekici yonu maliyetlerinin ucuz olmasi ve bu amagla kullanilabilecek
malzeme igin segeneklerin ¢ok c¢esitli olmasidir. Biyomateryallerin
fermantasyon, ila¢ ve gida sanayi sektoérlerinden kolayca ve atik olarak temin
edilebilmesi, bunlarin biyolojik aritma sistemlerinde kullanimlarini ekonomik

hale getirmektedir.

Hem 6lG0 hem de canli mikroorganizmalar metalleri tutma 6zelligine sahiptir.
1990’ yillardan itibaren biyolojik kokenli maddelerle sulardaki agir metallerin
uzaklastirlmasina dayanan caligmalar baglamistir [40 ,41]. Bakteri, mantar
ve alglerin toksik metalleri birgok uzaklastirma yollari tanimlanmistir [3]. Agir
metaller, hlcre duvarindaki sellUloz yapi igine yakalanabilirler ve takiben
selliloz yapi iginde bulunan baglanma bdlgelerine biyosorbe olurlar.
Cozeltideki metal iyonlari, hicre duvarindaki biyopolimerlerde bulunan
kimyasal, fonksiyonel gruplarla tutulurlar. Yuzeydeki bu baglanmalar amid,
amid imidozol, hidroksil, karboksil, fosfat tiyoeter ve diger fonksiyonel

gruplarla gergeklesir.

Bu uzaklastirma yolu, metabolik gevrimden bagimsiz, biyosorpsiyon veya
pasif aritim olarak bilinir. Ayrica hicre zarindan gegerek, metabolik ¢evrim
icine katilabilir. DUsuUk konsantrasyonlarda birgok agir metal, mikrobiyal
biyume ve metabolizma igin gereklidir. Fakat yuksek derigimler, canl
hicrelerde toksik etki gosterir. Agir metal alimindaki, hicre zarindan igeri

tasinimi iceren daha yavas hucre igi giderim basamagina aktif giderim veya



biyoakimulasyon (biyobirikim) denir. Canli hicrelerle yapilan birgcok ¢alisma,
once hizh biyosorpsiyon basamagi sonra daha yavas metabolizmaya bagiml

aktif giderim igeren iki fazli mekanizmanin varligindan s6z etmektedir [10].

Sentetik metal ¢ozeltileri icin yuksek biyosorpsiyon kapasitesine sahip birgok
Ol veya oniglem gormus mikrobiyal biyokutleden, literatiurde bahsedilmesine
ragmen, bazi arastirmalar gergek endustriyel atik sularda bunlarin
biyosorpsiyon kapasitesinin sinirli kaldigindan s6z etmektedir [42, 43].
Mevcut biyosorpsiyon yontemleri pH, iyonik kuvvet gibi ortam kosullarina ve
ortamda bulunan organik veya inorganik maddelere baglidir. Ayrica
biyokUtlenin desorpsiyon sonrasi tekrar kullanimi, ancak desorpsiyon igin
daha zayif kimyasallar kullanildiginda mumkin olmaktadir. Bu nedenlerle,
mikrobiyal biyokutle kullanarak, surekli sistemlerde biyosorpsiyona dayali
aritimin gerceklesmesinin gu¢ oldugu one sudrulmuastuar[3]. Tek basina
biyosorpsiyonun, agir metal aritimi igin yetersiz olmasi, canli ve g¢ogalan
hicrelerin, kendilerini yenileme yetenekleri ve fiziksel adsorpsiyondan sonra
surekli olarak metalin metabolik aritimini saglayabilmeleri nedeniyle bunlarin
biyoaritim igin daha iyi bir segenek olusturabilecekleri gérigunu ortaya
getirmigtir. Bu dusunceyi destekleyen bagka hususlarda vardir. Hicre igine
difizlenen metaller, vakula veya diger hicre igi bolgelerde depolanmadan
once, hucre igcindeki proteinler ve kelatinlere baglanirlar. Bu prosesler ¢gogu
zaman tersinmezdir ve metalin gevreye tekrar verilmesini engeller. Ayrica,
¢ogalan canli hucrelerle biyoaritim, kullanim 6ncesi, biyokutle Uretimine, ilave
kurutma ve depolama basamaklarini gerektirmez. Bunun yaninda birgok
konvensiyonel fizikokimyasal biyosorpsiyon yodntemlerinin aksine, aktif
hicrelerin kullanimi endustriyel atik sulardaki diger birgok kirleticinin tek
basamakli bir prosesle uzaklastirilmalarini da saglayabilir. Canl, ¢ogalan
mikroorganizmalarin birgcok organo-metalik kompleksleri , yada organik
maddeleri par¢calamaya veya amonyum, nitrat, fosfat gibi iyonlari aritmaya

yonelik sonsuz kapasiteleri vardir.



Canli htcrelerle biyoaritimin dezavantajli yonleri ise pH ve ylksek metal ve
tuz konsantrasyonuna hassasiyet ve dig metabolik enerji kaynagini
gerektirmesidir. Bu zorluklar, tir se¢imi ve ucuz organik atiklarin C kaynagi
olarak kullanimi ile asilabilir. Agir metale dayanikli turlerin izolasyonu ve
secimi, canli hicre kullanilan biyoaritim sistemlerinin gelistiriimesi igin buyuk

Oonem tasimaktadir.

Tarimsal atiklar, ormansal atiklar, mikroorganizmalar, kazein, seker pancari
posas! biyolojik ayirma islemlerinde kullanilan dogal substratlardandir [2].
Bakteriler, mantarlar, algler ve mayalar ise yapilarinda ve yuzeylerinde agir
metal adsorplayabilme yetenegi olan mikrobiyal turlerden birkacgidir [11, 12].
Dusik pH larda biyoaritim igin en sik kullanilan biyokutle tlrleri arasinda
mayalar bulunmaktadir. Mayalar ucuz ve kolaylikla bulunabilen biyokutle
kaynaklaridir[13]. Canh veya 0lUu birgok maya, farkli kosullar altinda, farkl
derecelerde agir metalleri biyoaritma becerisine sahiptirler. Son yillarda ise
canli maya hucreleri kullanilarak, agir metallerin uzaklastiriimasina yonelik
calismalar hiz kazanmistir. Bu amacla canli Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus, Schizosaccharomyces pombe, Candida Sp,
Pichia guilliermondii, ticari ekmek mayasi gibi mayalar Cu, Ni, Pb gibi agir

metallerin biyoaritimi i¢in kullaniimistir.

Bu calismada daha once biyoaritim maksadiyla hic denenmemis olan ve
sentetik ortamda biyiiyen Pichia stipitis mayasi ile Cu*? ve Cr*® metallerinin
sulu ortamlardan uzaklastirma olanaklari arastiriimistir. Ortamdaki agir metal
konsantrasyonunun adaptasyon yodnteminin, biyokUtlenin ¢odalma ve agir
metal aritim Ozelligine etkisi arastirlmistir. Ayrica yine ilk kez olu Pichia
stipitis  hucreleri ile Cu™, Cr"™® biyosorpsiyonu gerceklestiriimistir.
Biyosorpsiyonun Uzerine sicaklik, pH, konsantrasyon gibi degiskenlerin

etkileri arastiriimig, biyosorpsiyon izotermleri elde edilmeye calisiimigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Geleneksel Metal Uzaklagstirma Teknolojileri

Kimyasal c¢okturme [14] , kimyasal oksidasyon ve indirgenme, elektro
kimyasal yontemler, buharlagtirma yoluyla geri kazanim, filtrasyon, iyon
degistirme, membran teknolojisi endustriyel atik sulardan agir metalleri
uzaklastirmak igin kullanilan bazi metodlardir [3, 11, 15, 16]. Ancak bu

metotlar ekonomik agidan karmasik ve yetersizdirler [17].

Geleneksel yontemler c¢ok pahali olmalari, tamamen uzaklastirma
yapmamalari, duguk segici olmalari, uygulamada fazla enerji harcamalari,
pahali ekipmana gereksinim duymalari, agir metal Kirliliginin yuksek
konsantrasyonda olmasi durumunda etkin olmalari ve toksik Kirlilik
yaratmalari gibi dezavantajli yonleri vardir. Yiksek konsantrasyon igin uygun
olan bu proseslerin 100 mg/l den daha seyreltik agir metal konsantrasyonuna
sahip atik sularda uygulanmasi yararsizdir. Birgogu ikincil bir ¢cevre Kirliligine
neden olmaktadir [3, 8, 15, 18].

Emisyon standartlarinin zamanla daraltiimasi, geleneksel yontemleri yetersiz
kKilmistir. Bu geleneksel ydntemlerin avantaj ve dezavantajlari asagidaki

Cizelge2.1 de gosterilmistir [39] .

2.2. Biyolojik Aritma Yontemleri

Biyolojik yOntemler gunUmuzde en c¢ok basvurulan metal giderim
yontemleridir. Bu yontemlerin en ¢ekici yonu maliyetlerinin ucuz olmasi [1,19]

ve kullanilabilecek materyal segeneginin fazla olmasidir [1].

Biyormediasyon, su, hava ve topraktaki kirliliklerin bir grup uygulamalarla, bir

ortamdan digerine aktariimadan mikroorganizmalar tarafindan zehirli



etkilerinin giderimidir. Sekil 2.1 de biyolojik aritimin genel &zellikleri

gOsterilmektedir.

Genel olarak biyoaritim mikroorganizmalarin canlihginin korunmasini ve
stimule edilmelerini gerektirir. Bunu saglamak igin de elektron alici (oksijen,
nitrat), besin (nitrojen, fosfor), ve enerji kaynagina (karbon) inhtiya¢ vardir.
Biyoaritimi, mikroorganizmalar, kimyasal bilesigin Ozellikleri ve c¢evresel

kosullar olmak Uzere U¢ temel 6ge etkilemektedir (Sekil 2.2).

Biyoaritim dogal olarak yada kultur mikroorganizmalari ile toksik kirliligini
dusurur. Mikroorganizmalar, metalleri aktif ve pasif tutunma ile uzaklastiran
potansiyel toplayicilardir. Toksik kimyasallar adsorbe oldugunda ve
mikroorganizmalar tarafindan akimdule edildiginde kimyasalin yapisinda
degisikliler olmaktadir. Uygun mikroorganizmalarin kullaniimasi ile toksik ve
bazen patlayici olan materyaller su ve karbondioksit gibi zararsiz

materyallere donusturilmektedir [1].

Mikrobial ~metabolizasyonun alisma doneminde (adaptasyon) higbir
biyoparcalanmaya rastanmamaktadir. Bu donem 1 saat gibi kisa olabildigi
gibi aylarca da surebilmektedir. Mikrozomal metabolizasyon aerobik yada
anaerobik olabilir. Cevresel faktorler arasinda besin, sicaklik, pH, nem

igerigi, yukseltgenme-indirgenme potansiyeli, mikrobial kalite sayilabilir.

Biyoaritim (biyoremidasyon) diger yontemlerden daha ekonomik olmasi,
proses sonunda atik madde Uretmemesi ve diger teknolojilerle kombine
edilebilmesi nedeniyle avantaj saglamaktadir. Dezavantajlari arasinda ise
filtrelerin veya enjeksiyon kanallarinin mikroorganizmalarca tikanabilmesi,
dusuk gecirgenli akiferlere uygulanmasinin zor olmasi, uygulanan akiferlerde
sadece fazla gegirgen tabakalarin temizlenebilmesi, devamli izlenme ve

bakim gerektirmesi sayilabilir.



Cizelge2.1. Geleneksel metal uzaklastirma teknolojileri [39]

eAtik camur olusmasi

Metod Dezavantaj Avantaj
Kimyasal ¢oktlirme ve oYilksek konsantrasyon igin | eBasit
filtrasyon zor ayrilma eUcuz
oEtkin degil

Kimyasal oksidasyon ve

indirgenme

eYaygin olmayan
kimyasallar gerektirmesi

oOrtam hassasiyeti

einaktivasyon

Elektro kimyasal yontemler

oYilksek konsantrasyon igin

eMetali geri elde etme

etkin
ePahalli
Ters osmos eYlksek basing «Saf atik (geridoniisiim igin)
eMembran boyutu énemli
ePahalli
fyon degisimi ePartikillere hassas olmasi | eVerimli
eRecinelerin pahalli olmasi oSaf atik metalin geri
doéntsimanin muUumkdn
olmasi
Adsorpsiyon oTim metaller icin | eGeleneksel sorbentler
uygulanamamasi (karbon)

Buharlastirma

eFazla eneriji
ePahalli

eAtik camur olusmasi

oSaf atik (geridoniisim igin)
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Biyolojik Aritim (Bioremidation)

Tanimlama Kirl

Gerekenler

eticilerin tamamen inaktive edilmesi

e  Mikroorganizmalar
. Slbstrat (gida)
e  Elektron alicilari
- aerob: O,
- anaerob: nitrat, sulfat vs.
e Yeterl besin

- nitrojen, potasyum, fosfat

Avantajlari

. Bittn hidrokarbonlar ve ¢ogu organik
bilesikler inaktive edilebilir.
. Mikroplar cogunlukla kirli ortama

alisabilmektedirler.

Kisitlayicilar
(Yetersiz Substrat)

Elektron alicilari yada besinler
biyoaktiviteyi engeller.

Yiiksek seviyedeki organik
kirleticiler mikroplar igin toksik
olabilirler.

Agir metaller mikrobiyal
aktiviteyi engelleyebilir.
Kirlenme, sulu ortamlarda
olmalidir.

Distlk sicaklik, yavas ayrisim

getirir.

Tercih edilen Biyolojik Aritim (Bioremidation)Metodlari

- hizlidir

Aerobik (yeterli oksijene gereksinim vardir)

- metan Uretmez

- ilave O, gerektirebilir

- kontamine olmus materyal hareketsizdir
- dogru kosullarda, yeterli zaman verilidiginde bulundugu dogal

ortaminda biyolojik ayirma segenegi

Biyolojik Aritimin (Bioremidation)Alternatif Metodlari

Anerobik In-situ biyolojik ayirma (Bioremedation)
- ilave O, gerektirmez, bu sebeple ener;ji girisi diistktir
- yavastir
- metan Uretebilir
Aerobik Ex-situ biyolojik aritim (Biyoremidasyon)
- maddenin islenmesini ve aritim tesisinin kurulmasini gerektirir
- materyallerin kullanim kolayliklari
- pahallidir

- besin ve O, arttigindan hizlidir

Sekil 2.1. Biyolojik ayirmanin (Bioremedation) cgesitli 6zellikleri
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Cevresel
sartlar, pH,
redoks,
sicaklik, nem,
besinler

Biyopargalanma

Bilesigin
yapisal
Ozellikleri

Mikroorganizmalar

Sekil 2.2. Biyoaritimi etkileyen faktorler

2.2.1. Biyosorbentler

Biyosorbentler geleneksel metotlara alternatif olarak kullaniimaktadirlar.
Biyosorbent terimi yagayan bitki ve mikroorganizma gibi canlilari kapsadigi
gibi Olu biyokutleleri de (lif, bataklik komurl, mikroorganizma vs.) igine

almaktadir.

Mikrobiyal hicreler (canli yada 06lu) ve onun Urunleri, metalin hem ¢6zunen
hem de kati hali igin etkin bir biyoakimulatordir [1]. Metal toplayici
biyoprosesler, genellikle 6lU biyokUtleler tarafindan tutunma ile yada yasayan

hlcrenin biyoakimulasyonu ile gergceklesmektedir [12, 21].

Yuksek metal baglayan yeni biyokutle cgesitlerinin kesfedilmesi, bu konuda
disuk maliyet ve rekabetli biyosorbent drunlerinin  potansiyel olarak

tanitiimasina olanak saglamigtir [1].
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Metal aritimi icin kullanilacak cansiz biyokutleler dogal olarak sik bulunan
veya atik halde elde edilebilen algler, fungiler ve bakterilerden hazirlanir.
Biyokutle, herhangi bir endUstriyel prosesin yan Urlnu olarak daha az maliyet
ile temin edilebilmektedir [1]. Endustriyel atik biyokuUtlelerden hazirlanan
uygun biyosorbent materyali i¢in biyokutlenin kivami degistiriimelidir.
Normalde endustriyel atik biyokutleler islak gamur veya kuru kek yada toz
olarak bulunmaktadir. Sorpsiyon prosesi kosullarina dayanikh olabilmesi igin,
atik biyokutleler kiglk granul sekline donusturilmelidir [39]. Metalin sulu
ortamlardan  uzaklagtirimasi  ve  geridonisumu  konusunda  bazi
mikroorganizmalarin kullanimi, 6érnegin 6lu fungal biyokutle, daha gok avanta;j
saglamaktadir. Canli metabolik aktivite olmadigi i¢cin metal zehirlenmesi s6z
konusu olmamaktadir. Mikroorganizma canli olmadigi igin ilave besin

kaynagina ihtiyag yoktur.

Tudm mikroorganizmalarin hidcre yuzeyi, gesitli anyonik yapilar nedeniyle
negatif ylke sahiptir. Bu durum bakteriye metal katyon baglama yetenegi
vermektedir. Cesitli mikrobiyal tlrlerin uranyum, bakir ve kirli atiklardaki diger
metal iyonlarinin biyosorpsiyonu i¢in oldukga verimli olduklari goralmastar [1].
Mantar, maya, yosun [14], alg ve bakteriler gibi pek ¢ok mikrobiyal turin
yapilarinda ylksek miktarlarda agir metal biriktirebildikleri bilinmektedir [16,
25]. Deniz yosunlari, makroskopik yapilari nedeniyle, biyosorbent Uretimi igin
buyuk avantaja sahiptir. Kahverengi deniz algleri bu amacla
kullanilabilmektedir. Ecklonia maxima, Sargassum deniz yosunlari Cd ve Cu
icin yuksek sorpsiyon yetenegine sahiptir. Sargassum, hucre duvarindaki jel
halindeki aljinatin, metal aritimindan neden oldugu éne surdlmustar. Dusuk
pH da agir metal uzaklagstirmak icin her yerde kullanilabilen biyokutle
cesitlerinden biriside mayalardir.  Mayalar pahal dedgildir ve biyokutle
kaynag! olarak kolayca bulunabilirler. Bunun yaninda maya hacrelerinin agir
metal tutabilme araligi dig sartlara baglh olarak degiskenlik
gOstermektedir[10]. Mayalar icinde, fermantasyon yan drini olarak elde
edilebilen Saccharomyec cerevisia nin, hucre duvarlarina metal baglama

yeteneginin, amino, karboksil ve hidroksil gruplarindan kaynaklandigi one
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strulmustur. Ozellikle Cd igin dnemli bir biyosorbenttir. Fungal grup iginde
Zigomycetes, taksonom grubu hidcre duvarindaki kitin, citozan ve glukan
nedeniyle etkin biyosorbentlerdir. Aspergillus niger ve Mucor rouxii, agir

metal aritimi i¢in kullaniimis iki dnemli fungal biyokuUtledir [ 44, 45].

Bakterilerle yapilan, metal artim c¢alismalarinin ¢gogu, metabolizmaya bagl
biyoakimulasyona dayanmasina ragmen, cansiz Bacillus suptilis,
Escherichia coli K-12, Psedomonas aeruginose gibi biyosorbentlerin Cd, Cu,
Cr gibi metalleri tutma yetenegi gdézlenmistir. Bakterilerin yliksek ylzey hacim
oranlari olmasi nedeniyle ¢ok iyi biyosorbentler olacagi dne surulmustur [46].
Canli mikroorganizmalar kullanarak agir metallerin biyoaritimi, fiziksel
adsorpsiyon sonrasi kendilerini yenileme yetenekleri ve surekli metabolik
metal alimi nedeni ile iyi bir segenek olanak ortaya ¢ikmaktadir. Bu prosesin
tersinmez olmasi ve ayri bir biyokutle Uretim prosesi gerektirmemesi, bir
diger avantajli yonudur. Canh hucreler ile biyoaritimin en énemli guglugu,
agir metallere dayanikli mikroorganizma turlerinin izole edilmesi ve segimi ile

asllabilir.

Son yillardaki galismalar, kontamine topraktan veya elektro kaplama atik
akim ile kontamine olmus atik gamurdan izole edilmis mikroorganizma turleri,
sulu ¢ozeltilerden veya elektro kaplama atik akimlarindan ¢ok yutksek metal
giderme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Yerel endustriyel
isletmelerin atik akimlarindan izole edilmis bir gok bakteriyel mikroorganizma
Cr, Cu, Pb, Zn, Cd ve Ni metallerine kargi dayaniklihk gosterilmistir [49]. Kirli
ortamdan izole edilmis, Enterobacter cloacae, Klebsialla spp. bakterilerin
yuksek Cd, Pb, Cr konsantrasyonlarina direngli olduklari ve ylksek metal
aritma gucune sahip olduklari gorulmustur. Aspergillus niger, Asspergillus
spp, Fusarium oxysporum gibi kufler, Candida spp, Saccharomyces
cerevisia, Kluveromyces marxianus gibi mayalar farkli metallerin

biyoakimulasyonu igin denenmistir.
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2.2.2. Metal giderim mekanizmalari

Mikroorganizmalarin kompleks yapisi nedeniyle mikrobiyal hucrenin metalleri

cok farkli giderim yollari mevcuttur ve bunlar tam olarak anlagilamamistir.

Metal alimi

= om0
Kompleks yapici madde salinimi Hucre duvarina biyosorpsiyon

Coktlirme Kompleks olusturma Hucre ici assimilasyon Sorpsiyon

Sekil 2.3. Metal giderim mekanizmasi

Hucre giderim mekanizmalari farkl kriterlere goére siniflandirilabilir. Hicre

metabolizmasina bagimliliga gore metal giderimi ikiye ayrilir;

1. Metabolizmadan bagimsiz giderim mekanizmasi

2. Metabolizmaya bagimli giderim mekanizmasi

Metal gideriminin gerceklestirildigi yere gore metal giderim mekanizmalari Ug

gruba ayrilabilir.

1. Hucre digi akumulasyon (birikim) veya ¢okme
2. Hucre duvarina sorpsiyon veya ¢okme

3. Hucre ici akimulasyon (birikim)
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1. Coktirme: Coktlrerek metal giderimi hem c¢ozelti igcinde hemde hucre
yuzeyine olabilir. Eger zehirli toksik metallere kargi mikroorganizma, ¢cokmeyi
kolaylastirici bilesikler salgiliyarak, bu igleme yardimci oluyorsa, bu
mekanizma metabolizma bagimli hale gelir. Ama metal ¢okmesi hilicre yuzeyi
ve metal arasindaki bir kimyasal etkilesmeden meydana geliyorsa, hucre
metabolizmasina bagimli degildir. Sulfat indirgenmesi ile metalik iyonlarin

¢okturalmesi bu igleme iyi bir drnektir.

2. Biyosorpsiyon: Metabolizmadan bagimsiz biyosorpsiyon mikrobiyal hicre
yuzeyindeki mevcut bazi fonksiyonel gruplar ile metal arasinda birgok
fizikokimyasal etkilesmeden ortaya ¢ikar. Bu olay sirasinda metabolizmaya
bagli olmayan fiziksel adsorpsiyon, iyon degisimi ve kimyasal sorpsiyon
meydana gelebilir. Mikrobiyal kutlenin htcre duvari polisakkaritlerden, protein
ve lipidlerden olugur. Bu yapilarda sik rastlanan karboksil, sulfat, fosfat ve

amino gibi metal baglayici gruplar vardir.

— NH;
— SH
- OH
Dis hicre zan |- SOsH
. COOH
| POsH

Sekil 2.4. Toksik metallerin biyosorpsiyon bolgeleri

Bu tip biyosorpsiyon, metabolik aktiviteden bagimsizdir ve nispeten hizli ve
tersinirdir [50]. Biyosorpsiyon sirasindaki olaylarin mekanizmalarini daha

detayli inceleyebiliriz.

Fiziksel adsorpsiyon : Fiziksel adsorpsiyon, van der Waals kuvvetlerinin
yardimiyla meydana gelir . Kuyucak ve Volesky (1986) olu algler, mantarlar

ve mayalar tarafindan U,Cd, Zn, Cu ve Co biyosorpsiyonunun, ¢ozeltideki
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metal iyonu ile hucrenin duvari arasindaki elektrostatik etkilesmeden
kaynaklandigini one surmduslerdir. Aksu ve arkadaslari (1992), bakirin
Zoogloea ramigera bakterisi ve Chiarella vulgaris algi tarafindan
biyosorpsiyonun elektrostatik etkilesmenin neden oldugunu sdylemislerdir
[51].

lyon degisimi : Hiicre duvari polisakkaritleri igerir ve sulu ortamdaki iki
degerlikli metal iyonlari polisakkaritlerin karsi iyonlari ile yer degistirirler.
Ornegin, deniz alglerinin aljinati, K*, Na*, Ca* veya Mg*? iyonlarinin tuzlari
seklinde bulunur. Bu iyonlar, Co*?, Cu*?, Cd*?, Zn*? gibi kars! iyonlarla yer

degistirirler [50].

Komplekslesme : Cozeltiden metal tutulmasi, yluzeydeki aktif grup ile metalin
hicre yuzeyinde kompleks olusturmasiyla meydana gelebilmektedir. Aksu ve
arkadaglarnn  (1992), Cu in C.vulgaris ve Z. Ramigera tarafindan
biyosorpsiyonu hem adsorpsiyonu hemde hlicre duvari a.t amino ve karboksil
gruplari arasinda koordinasyon baglarinin olusumuyla meydana geldigini
sOylemiglerdir. Mikroorganizmalar ayni zamanda organik asitler (sitrik asit,
okzalik asit, glukonik asit, fumarik asit, laktik asit, malik asit) de Uretebilirler.
Bu asitler toksik metaller ile kelat olusturarak organo-metalik molekullerin
olusmasini saglarlar. Bu mekanizma metallerinin, kati ylzeyden li¢i ve

¢ozulmesine neden olur.

Coktiurme : Hucre metabolizmasina bagli olmayan ¢oktirme prosesi, metal
ile hicre yuzeyinin kimyasal etkilesmesinden ortaya ¢ikar.
Yukarida deginilen birgok biyosorpsiyon mekanizmasi bir arada meydana

gelebilir.

3. Huicre zarindan tasinim ve hucre ici birikim: Metallerin hlcre zarindan
tasinimi, hucre i¢i akimulasyonu dogurur ve bu olay hucre metabolizmasina
baghdir. Bu c¢esit metal giderimi sadece canli hucreler ile mumkundur.

Metabolik hiicre zarindan metal tasinimi, metabolik olarak énemli olan K,
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Mg®, Na® gibi iyonlarinin tasinim mekanizmasi tarafindan kolaylastiriimis
olabilir. Metal taginim sistemleri, esas iyonun yaninda, ayni yike sahip ve
benzer iyonik c¢apli agir metalin varligi ile sasirmig olabilir. Canli
mikroorganizmalar tarafindan metal giderimi iki basamaktan olusur. Birincisi,
metabolizmadan bagimsiz hicre duvarina baglanma, ikincisi metabolizmaya
baglh hicre icine alma. Toksik metallerin hicre i¢i akimulasyonu enerjiye
bagl tasinim sistemleri tarafindan gergeklestirilir. Hlcre zarinin toksik
elementlere gecgirgen olmasi, hlcre i¢i baglanma bodlgelerine metallerin
erismesini saglar ve bu durum pasif akimulasyonu attirir. Farkl ¢alismalar,
hicre icine alinan metallerin, hicre icinde farkli bolgelerde lokalize edildigini
ve mikroorganizmanin cinsi ile farkhlik gosterdigini belirtmektedir [3]. Hucre

ici akimulasyonun gergek mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

2.3. Kesikli Kultur Sistemi

Biyosentezde hucreler biyokutle olarak adlandirilirlar ve bunlarin besi
kaynaklarini tiketerek bir yandan daha fazla hucre Uretirken, diger yandan
onemli Urdnlerin olugsumunu saglarlar. Besinlerin enerji ve biyourunlere
donusumdu, pek c¢ok farkl enzim kullanarak gerceklesen bir seri reaksiyonun,
metabolik maddeler Uretmesi ile meydana gelir. Bu UrUnler ya hucre

icerisinde kalirlar yada hlcreden salgilanirlar.

Mikroorganizmalarin Uretilmesi, canliliklarinin devam ettirilmesi, saf kalturin
elde edilmesi, biyolojik ve metabolik Granlerin elde edilmesi gibi amaclarla
dogal ortam disinda ¢ogalmak igin kullanilan ve amaca uygun olarak genelde
mikroorganizmalarin gereksinim duydugu maddeleri ve Oozellikleri igeren

besleyici ortamlara besiyeri denir.

Besiyerleri mikroorganizmalarin gereksinim duydugu temel bazi maddeleri
icerecek sekilde duzenlenmelidir. Genel olarak mikroorganizmalarin
gereksinim duydugu besi yeri bilesimlerinde yer verilmesi gereken maddeler;

su, karbon, enerji kaynagl maddeler (gesitli karbonhidratlar, karbonhidratlarin
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yoklugu ve yetersizligi durumlarinda proteinler v.b. ), azot kaynagi maddeler (
proteinler, peptonlar, aminoasitler, KNO3 ve (NH4)2 PO4 gibi azotlu inorganik
tuzlar ), inorganik maddeler (makro elementler, Na, K, Cl, P, S, Ca, Mg, Fe ,
mikro elementler, Zn, Mn, Br, B, Cu, Co, Mo, V, Sr, v.b. ), vitaminler,

aminoasitler, purin ve pirimidin gibi Greme faktorleridir.

Uzerinde veya icinde mikroorganizma Uretilmis ( yada Uremis ) besi yerine
kaltdr denir. Mikroorganizmalarin bulunduklari ortamdan belli teknikler ile
alinarak uygun bir besi yerine aktarilmasi ve burada gelismelerinin
saglanmasina kultr yapma ( kultivasyon ) denir. Kdulturler genellikle
buzdolabinda (0-5 °C de) muhafaza edilmektedir. Ayrica kiltiirleri
dondurarak (derin dondurucuda -20 °C, sivi azot iginde -196 °C ) donmus
halde ve liyofilize stok kdlturlerini hazirlayarak kuru formda, canliik ve

aktivitelerini yitirmeden uzun sure saklamak muamkundur [24].

Kesikli kultar sistemlerinde bliyume kapali bir sistem veya kapali bir ¢evrede
gerceklesir. Kesikli kultur sistemleri uygun buyume ortami igeren bir kap olup
optimum pH, sicaklik ve redoks potansiyeli kosullarinda calistirihrlar.
Blyume, ortamdaki gerekli bilesenlerin tUkenmesi veya toksik Gran birikimi,
pH degisikligi gibi ¢evresel degisiklikler gozlenene kadar devam eder. Tipik
bir kesikli ¢cogalma egrisi Sekil 2.4 de gosterilmistir. Cogalma egrisinde

g6zlenen fazlar asagidaki gibidir:

Gecikme fazi (lag fazi) : Mikroorganizmalar ortama asilandiktan hemen sonra
bir blUyime go6zlenmez. Bu periyot boyunca hucreler, mevcut substratlarin
kullanimi igin gerekli enzimleri sentezleyerek yeni ¢gevrede buyumeye adapte
olurlar. Bu fazin suresi hucrelerin alindigi buyume ortamina ve asilanma
yapildiklari ortamin benzer olmasinda yada farkli olmasina baghdir. Eger
ortam ayni ise gecikme fazi kisa olacaktir yada hi¢ gézlenmeyecektir. Eger
bu iki ortam farkli ise gecikme fazi uzun sirecektir. Bu fazin kisaltiimasi

mikrobiyal teknolojide ekonomik yarar saglamaktadir.
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Hizlandirilmig Biylme Fazi : Hucre sayisi ve bolunme hizi artmaya baslar.

Eksponansiyel veya logaritmik faz : Organizmanin buyume hizi sabit kalana
kadar artar. Bu kosullarda hticredeki tum bilesenlerin sentezi sabit hizla artar.
Hucre populasyonu iki katina ¢ikar ve belli periyotlarda iki kati olmaya devam

eder.

Yavaglamis blylme faz/ : Blyime hizi ve bolinme sayisi yavaglamaya

baglar.

Duragan faz : Buyume hizi sifira duser. Hucre kuru agirhgi sabit kalir. Net
blylme gézlenmez. Bunun nedeni, gerekli besinlerin tikenmis olmasi, toksik

madde birikimi veya hlicre ¢evresindeki degisimler ( 6rnegin pH ) olabilir.

Gerileme fazi : Olim hizinin, blyime hizindan buylk oldugu fazdir.
Mikroorganizmalarin 6lim hizlar arttigindan zamanla konsantrasyonda

azalma gozlenir.

LOG
BIYOKUTLE
A
Yavaglama Duragan Faz
Fazi
Gecikme Gerileme
Fazi ——» Exponansiyel Faz Fazi
/__w Hizlanma Fazi
>
ZAMAN

Sekil 2.5. Kesikli kulturde hucre ¢ogalmasinin kinetigi
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Mikrobiyal hucrelerin bayumesi otokatalitik bir olaydir. Bu nedenle, hucre
kuru agirlagindaki artis hizi baslangigta bulunan hudcrelerin konsantrasyonu
ile orantilidir. Tek hdcreli organizmalarin eksponansiyel blylimesi sirasinda
hicre kuru agirligi dizenli araliklarla iki katina ¢ikar [24] ve sonug olarak t

sure sonunda iki katina ¢ikma sayisi

n=t/tq (2.1)
n : iki katina gikma sayisi

t : gecen sure (saat)

tq : mikroorganizma kuru agirhginin iki katina gikmasi igin gegen siire (saat™)
Eger xo baslangigtaki kuru biyokutle agirligi ise t stire sonra biyokutle agirligi
X1 = Xo2" = X2 " (2.2)
olarak tanimlanir.

Esitligin her iki tarafinin logaritmasi alindiginda ;

In (x/X%o)=(t/1ty)In2 (2.3)

duzenlendiginde ;

Inx — InXo In2 (2.4)

olup, buna gore y spesifik buylme hizi olarak tanimlanir.

Zamana kars! In (x/xo) grafigi, egimi 0,693/t4 olan diz bir dogru verir ki bu
dogrunun egimi spesifik buyume hizi y dur. Spesifik buylume hizi y sadece

eksponansiyel fazda bliyumeyi tanimlar ve bu faz boyunca sabittir.
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2.4. Biyosorpsiyon Modelleri

Aragtirmacilar, mikroorganizmalar tarafindan agir metallerin giderilmesinin iki
basamaktan olustugunu bulmuslardir. Birinci basamak organizma yuzeyinde
fiziksel adsorpsiyon veya iyon degisimidir. Bu basamaga genellikle pasif
giderim denir. Bu basamak c¢ok hizlidir. Agir metaller ile mikroorganizma
etkilestikten kisa bir sure sonra denge olusur. Metal aliminda ikinci basamak,
metal iyonlarinin hicre zarindan igeri tasinimini da iceren, metabolik
aktiviteye bagli, daha yavas, hucre ici giderim basamadgidir. Bu basamaga
aktif giderim denir . Biyosorpsiyon dengesi, deneysel verilerin adsorpsiyon

model esitliklerine uyarlanmasiyla tanimlanabilmektedir [52].

2.4.1. Adsorpsiyon izotermleri

Biyosorbent kapasitesini degerlendirmek igin en uygun yontem adsorpsiyon
izotermi geligtirmektir. Adsorbsiyon izotermleri adsorbent ile adsorblanan
madde arasindaki iliskiyi gosteren ampirik ifadelerdir. Genel olarak, adsorbe
olan madde miktari, adsorbant konsantrasyonunun kompleks bir
fonksiyonudur. Adsorpsiyon izotermi, bilinen miktardaki adsorbent ile farkh
konsantrasyonlarda adsorblanan maddeyi (adsorbe olan) iceren ¢ozeltilerini
dengeye ulastirarak elde edilir. Adsorpsiyon izotermi; yuzey o6zelliklerini,
sorbentin benzerliklerini ve degisik metal iyonlari i¢in biyokutle biyosorptif
kapasitesini  karsilastiran belirli sabitlerle karakterize edilirler [10].
Adsorpsiyon izotermlerinin bilinmesi 6nemlidir. Adsorpsiyon kapasitesi
hakkinda bize bilgi verir ve adsorpsiyon sistemini gelistirmemize olanak
saglar. Langmuir ve Freundlich izotermleri, su ve atiksu uygulamalarinda

adsorbsiyon verilerini analiz etmede kullaniimaktadir.

a) Langmuir izotermi (1918): Bu izoterm, adsorbentin Gzerinde alici noktarin
oldugunu kabul eder. Bu her alici noktanin sadece bir molekul adsorplama
yapacag! kabul edilmistir. Olugan tabaka bir molekul kalinhdindadir. Tum

adsorpsiyon alanlari adsorblanan madde molekillerine kargi esit ¢ekim
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uygular. Adsorbe olmus molekul yan alandaki molekullle etkilesmez.
Langmuir izotermi, kati yuzeylerde aktif adsorpsiyon alanlarinda meydana
gelen tutulmanin fiziksel adsorpsiyon mu yoksa kimyasal adsorpsiyon mu

oldugunu diger izotermlere gore daha iyi agiklamaktadir.

Langmuir izoterminde adsorpsiyon, adsorblanan madde konsantrasyonu ile
birlikte lineer artar. Maksimum doyma noktasinda, yuzey tek tabaka ile
kaplanmaktadir ve ylzeye adsorplanan madde miktari sabit kalmaktadir.
Langmuir izoterminde adsorpsiyon enerjisi uniformdur. Adsorpsiyon hizi
adsorblanan konsantrasyonu ve yuzeyde bulunan bos adsorpsiyon alanlari
ile dogru orantihdir. Desorpsiyon hizi da yuzeyde adsorplanan molekul sayisi
ile dogru orantilidir. Adsorplanan madde miktari ile c¢ozeltideki denge

konsantrasyonu arasindaki iligki agagidaki baginti ile verilir.

q=dmb Ce/ (1tb Ce) (2.5)

g = birim sorbentin kutlesi basina adsorplanan madde miktari, mg/g

gm =yUzeyde bir tabaka olusturmak igin birim sorbentin kutlesi basina
adsorplanan maksimum madde miktari, mg/g

b = Langmuir sabiti

Ce=dengede adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan maddenin konsantrasyonu,

ppm

Denge parametrelerini hesapliyabilmek igin Langmuir esitligi su sekilde

lineerize edilebilir ;

1/q=(1+bCs)/ GmbCe (2.6)

1/9=1/(qmbCe) + 1/ qnm (2.7)

Ce/ q=1/gmb + Ce/qm (2.8)
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b) Freundlich izotermi (1926): Bu izoterme gore bir adsorbentin ylzeyi
uzerinde bulunan adsorpsiyon alanlari farkl tirdeki adsorpsiyon alanlarindan
teskil edilmigtir. Yani adsorbentin yuzeyi Uzerinde bulunan adsorpsiyon
alanlar1 heterojendir. Bu modele goére, tek tabaka adsorpsiyonu ile ilgili

asagidaki ampirik baginti verilmigtir.

Qe = Ks Ce 1 (2.9)

Je : dengede birim sorbentin kutlesi basina adsorplanan madde miktari
(mg/g)

Kt : Freundlich izoterm sabiti adsorpsiyon kapasite degeri

1/n : adsorbsiyon derecesi

Ce : dengede adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan madde konsantrasyonu,

ppm

Freundlich denkleminin her iki tarafinin logaritmasini alarak dogrusal hale

getirirsek ;

log(ge) = logKs + (1/ n)logCe (2.10)
1/n heterojenite faktérudur ve 0-1 araliginda degerler alir. Yuzey ne kadar
heterojense, 1/n de@eri o kadar sifira yakin olur. Langmuir denklemi genelde,
birden fazla bilesenli c¢ozeltilerde veya seyreltik c¢ozeltilerde Frendlich

denklemindeki kadar iyi uygulanamaz.

c) Temkin izotermi : Sorpsiyon sirasindaki entalpi degisiminin zamana karsi

lineer olarak degistigini farzetmektedir.

qebT = InCeKT (2.1 1)

Qebr = INK7 +InCe (2.12)
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e = InKr / by + InCe / by (2.13)

Je : dengede birim sorbentin kitlesi bagina adsorplanan madde miktari
(mg/g)

Ce : dengede adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan madde konsantrasyonu,
ppm

br: Temkin izoterm sabiti

Kt: Temkin etkilesim sabiti
d) Jovanovich (r=1.5) J2 Izotermi
de=M(1=(1+0.5C,K)? (2.14)

Je : dengede birim sorbentin kutlesi bagina adsorplanan madde miktari
(mg/g)

Ce : dengede adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan madde konsantrasyonu,
ppm

K: denge sabiti

M: Maksimum adsorpsiyon kapasitesi, mg/g
2.5. Bakir (Cu*?) iyonu

Bakir madeni oksit, karbonat ve sulfit bilesikleri seklinde endustride c¢ok
kullanilmaktadir. Endustriyel atik sularda ise bakir (ll) iyonlari halinde hidroliz
drinlerinde ve CuCOs3(q) oOlarak organik bilegikleri seklinde bulunur. Bakir
(Cu™®), memelilerde kirmizi kan hiicrelerinin yapiminda (eritropoesis)
esansiyel olan bir metaldir [26]. Redoks reaksiyonlarini gergeklestirebilir
olmasi elektron transferi gerektiren tum reaksiyonlarda rol almasini
saglamaktadir.  Sitokrom oksidaz, katalaz, selenyuma bagli glutatyon
peroksidaz, stperosit dizmutaz (SOD), histaminaz, lysil oksidaz, tyrosinaz ve
dopamine-beta hidroksilaz enzimlerinin iglevlerinde esansiyel bir rol oynar
[27].
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Bakir eksikliginde enerji uretiminde bozukluk, anormal glukoz ve kolesterol
metabolizmasi, oksidatif streste artis, kan ve bagisiklik sistemi hucrelerinde
bozukluk, anormal noropeptit sentezi, kalp ve sinir sisteminde bozukluk
g6zlenmektedir [28, 29]. Amerika Birlesik Devletlerinde diyetle gunlik alimina
izin verilen miktar (RDA) kadin ve erkek icin 9 mg/gin olarak belirlenmistir
[27].

Cu*? toksisitesi de Cu*? eksikligi gibi oksidatif stres ve doku hasari ile kendini
gOsterir. Vicutta sUperoksit anyonuyla hidrojen peroksit (H,O2) arasindaki
reaksiyonu katalize ettiginden asiri miktarlarinda oksidatif stress yaratir [27].
Cu*? ayrica sistein amino asidinin serbest tiyol gruplarina baglanarak
oksidasyona ve proteinle c¢apraz baglanma yaparak onarimi mumkun
olmayan toksisiteye de neden olur [30]. Insanlarda kansere neden oldugunu
gOsteren veri yoktur. Hayvanlarda kanser yaptigini gosteren verilerse

yetersizdir [33].

Akut Cu*? toksisitesine intihar girisimleri haricinde kontamine olmus su veya
iceceklerle rastlanmaktadir. Akut zehirlenme belirtileri arasinda abdominal
agri, bulanti, kusma, basagrisi, letharji (uyusukluk), ishal, tasikardi, solunum
glcligu, hemolitik anemi, sindirim sisteminde kanama, karaciger ve bdbrek
bozukugu ve olum sayilabilir [31, 32]. Akut toksisitesinin mekanizmasi tam
olarak anlasilmamis olmakla beraber oksidatif stres ve endokrin sistemdeki

hasarlarina bagglanmaktadir [34, 35].

Cu*® a icme suyuyla kronik maruziyetin ozellikle genetik olarak Cu*?
metabolizasyonunda otozomal resesif hastaligi (Wilson hastaligi) olan
heterozigot bebek, ¢cocuk ve yetigkinlerde daha zaral oldugu bilinmektedir
[27].
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2.6. Krom (Cr*?ve Cr*®) iyonu

Krom, dogada Cr*? - Cr*® oksidasyon basamaklarinda bulunur. Metallerin
kimyasal formu toksisiteyi 6nemli derecede etkiler. Krom sulu sistemlerde
hem Cr*® hem de Cr*® degerlikli olarak olusur ve biyolojik olarak énemlidir.
Cr*® bilesikleri Cr** bilesiklerinden ¢ok daha toksiktir. Sanayi atiklarinda ise
krom, kromat CrO4?, dikromat Cr,0;7 olarak ve genelde alti degerlikli olarak
bulunur. Bunlarin en toksik olani hekzavalan (Kromat) formudur. Cr*® formu
akcigerler gibi ¢esitli doku tiplerinin hiicre memranlarindan kolayca gecebilir

ve hiicre iginde Cr** ’e indirgenir.

Cr® insan ve hayvanlarda esansiyel bir elementtir. Esansiyel olanlar,
eksikliklerinde oldugu gibi fazla miktarlarda alindiklarinda da vicut
homeostazini bozarak toksik etki olusturabilirler. Krom eksikliginin kursun

toksisitesini arttirdigi bilinmektedir.

Krom bilesiklerinin tumu yuksek miktarlarda alindiginda toksik olabilir, ancak
Krom IV, Krom lll'e gbre daha toksiktir. YUksek miktarlarda solunmasi burun,
akciger, mide ve barsaklara zarar verebilir. Kroma allerjisi olan kigilerde astim
krizlerine neden olabilir. Uzun sure ylksek ve orta duzeylerde maruziyet
burun kanamasi, yaralari, akciger hasari ve kanser disindaki akciger
hastaliklarinda artisa neden olabilir. Sindirim yoluyla ylksek dizeylerde
alinirsa mide sikayetleri ve Ulsere, konvulsiyonlara, bobrek ve karaciger
hastaliklarina, hatta 6lime neden olabilir. Cilde temas durumunda cilt

uUlserleri olusabilir. Ayrica ciltte allerjik reaksiyonlara yol agabilir.

EPA'ya gore icme suyundaki krom miktari (lll ve 1V) litrede 100 mikrogrami

(0,1 mg/l) gecmemelidir.
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3. LITERATUR ARASTIRMASI

3.1. Canh Mikroorganizmalarla ilgili Literatiir Arastirmalari

Dénmez ve Aksu, bakir iyonunun adapte edilmis ve canli Saccharomyces
cerevisia,  Kluveromyces marxianus, Schizosaccharomyces pombe ve
Candida spp. mikroorganizmalarinin buyime ve biyoakimulasyon
Ozelliklerine etkisinin arastirmiglardir. Bakir akimulasyon seviyesinin pH ve
baglangi¢ bakir konsantrasyonuna bagl oldugunu gostermiglerdir. En yuksek
bakir akimulasyonu igin, optimum pH degerinin Saccharomyces cerevisia,
Kluveromyces marxianus, Schizosaccharomyces pombe ve Candida spp.
mikroorganizmalariyla sirasiyla 4.0, 5.0, 4.0 ve 4.0 oldugunu saptamiglardir.
Sonuglar Candida spp. Ve Kluveromyces marxianus un biyolojik aktivitelerini
kaybetmeden, ylUksek bakir konsantrasyonlarinda bile ortamdan buyuk

oranda bakir akumdule edebildiklerini gostermektedir [10].

Dénmez ve Aksu Cu(ll) ve Ni(ll) iyonlarinin, adapte edilmis ve adapte
edilmemis Candida sp. canh hudcresinin buyime ve biyoakimulasyon
Ozelliklerine etkisini, baglangic pH 1 ve baslangi¢ iyon konsantrasyonu
acgisindan incelemislerdir. Cu™" iyonuna adapte edilen Candida sp. " nin, Ni**
iyonuna adapte edilmis Candida sp ye gore daha ylksek baslangi¢ iyon
konsantrasyonlarinda biyolojik aktivitesini kaybetmeden, daha fazla
biyoakimulasyon yapma yetenegi oldugunu gozlemislerdir. [13].

Siloniz ve arkadaslan atikk gamurdan izole edilmis canli ve 06lu Pichia
guilliermondii mayasi ile bakir iyonunun giderim yetenegini aragtirmiglardir.
Bakir konsantrasyonu artisinin, canli mayanin morfolojisini ve fizyolojik
parametrelerini etkiledigini bulmuslardir. Adapte edilmemis hicrenin buyime
hizinin artan bakir konsantrasyonu ile azaldigini goézlemiglerdir. Bakir
konsantrasyonunu 317.7 mg/l kadar arttirarak adapte ettikleri mayanin,
adapte edildikten sonra, artik biyokutle veriminin, blUylme hizinin dig
ortamdaki bakir konsantrasyonundan bagimsiz oldugunu sdylemiglerdir.

Adapte edilmis canli hucre ile ortamdan 20 mg/g Cu akimulasyonu oldugunu
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belirtmiglerdir. OlU hiicrelerle yapilan adsorpsiyon verileri Langmuir (Qmax

9.09 mg/g ) izotermi ile modellenmigtir. [8].

Dursun ve arkadaslari Aspergillus niger in Cr(VI), Cu(ll) ve Pb(ll) iyonlarini,
biyoakumulasyonu Uzerine baslangic pH ve iyon konsantrasyonu etkisini
incelemislerdir. Cu(ll), Pb(ll) ve Cr(VI) igcin optimum pH degerlerinin sirasiyla
5.0, 4.5 ve 3.5 oldugunu bulmuslardir. 100 mg/dm?® baslangic Cu(ll) ve Pb(ll)
konsantrasyonunda uzaklastirma kapasitesinin sirasiyla 15.6 ve 34.4 mg/g
oldugunu bulmuslardir. Aspergillus niger ‘in gogalmasinin Cr(VI) iyonlarindan
blyik oranda etkilendigini ve 75 mg/dm® baslangic  Cr(VI)

konsantrasyonunda tamamen inhibe edildigini bulmuslardir [12].

Skountzou ve arkadaslari, ekmek mayasinin, melas ortaminda, aerobik
cogalmasi sirasinda Pb giderimini incelemislerdir. 50 mg I' Pb
konsantrasyonunun buyume hizini %50, biyokutle verimini %60 azalttigini
bulmuslardir. Biyokutledeki azalmanin agir metal tutma kapasitesini
etkilediginin belirtmiglerdir. 150 mg/l baslangic Pb konsantrasyonunda,
maksimum metal giderme kapasitesinin 20.4 mg/g kuru agirlhk olarak
gerceklestigi gorulmuastar [4].

Sannasi ve arkadaglari, metal isleme aktiviteleri ile ilgili bolgelerden toplanan
karisik bakterilerden olusan bir konsorsiyum kalttra ile, Cr(VI), Cu(ll) ve
Pb(ll) nun sulu ortamlardan uzaklastiriimasini canli ve OlU hucrelerle
incelemislerdir. Canli hucrelerin 6lu hucrelerden daha fazla metal tutma
kapasitesi gosterdikleri, Pb(ll) i¢cin 238.09 mg/g, Cu(ll) i¢cin 178.87 mg/g
maksimum kapasitelere pH 6 da ulasildigi saptanmistir. Cr(VI) icin canl
hicrelerle elde edilen en yuksek metal giderim kapasitesi pH 7 de 90.91
mg/g degerine ulasmigtir. PH 6 — 8 aralidinda, canh hucrelerin 06lU
hicrelerden Cr igin 38 — 52 %, Cu igin 17 — 28 % ve Pb igin 3 — 17% daha
fazla metal tutma kapasitesine sahip oldugu goérulmustir. Daha disik metal
konsantrasyonlarinda ve daha asidik ortamlarda (pH 3 — 4) Olu hucrelerin

agir metal giderim kapasitesi yuksektir [53].



29

Anand ve arkadaslari, Cu iyonunun Trichoderma viride ile giderimi sirasinda
biyoakimulasyon mekanizmasini incelemiglerdir. 100 mg/l CuCl,.2H,0
konsantrasyonunda, Cu iyonunun %81 nin 72 saat i¢cinde 3.4 g/l biyokutle
agirhgi ile uzaklastirildigini gérmaslerdir. Olayin sicaklik ve pH a bagimh
oldugunu saptamislerdir. Metabolik inhibitorlerin biyoakimulasyon Uzerine
etkisini saptamislardir. Elektron mikroskobu ve hicre fonksiyonu ile yapilan
¢alismalar, Cu in 70 — 80 % nin hucre duvari yuzeyinde, bir halinde olarak

bulundugunu gdéstermislerdir [54].
3.2. Olii Mikroorganizmalarla ilgili Literatiir Aragtirmalari

Ozer ve arkadaglari, agir metallerin yesil yosun {zerine biyosorpsiyonunu
incelemislerdir. Pb (II) ve Cr(VI) iyonlarinin, Cladophora crispata Uzerine
adsorpsiyonu igin optimum pH ve sicaklik degerlerini saptamiglardir. Pb(ll)
icin en uygun pH 5, sicaklik 25°C, Cr(VI) icin optimum pH 1 ve sicaklik 25°C
olarak bulunmustur. Adsorpsiyon izotermleri elde edilmig ve adsorpsiyon
denge verisinin ¢aligilan metal konsantrasyonlari i¢in Freundlich ve Langmuir

izotermleri ile uyumlu oldugu gozlenmistir [55].

Nourbaksh ve arkadaslari, Cr(VI) iyonunun cansiz Chlorella vulgaris,
Clodaphara crispata, Zoogloea ramigera, Rhizopus arrhizus ve
Saccharomyces cerevisia ile biyosorpsiyonunu incelemiglerdir. Baslangic pH
degerinin, biyokutlenin metal giderim kapasitesini etkiledigi, butin
mikroorganizmalar i¢in optimum baglangi¢c pH degerinin 1 =2 pH oldugunu
saptamiglardir. Adsorpsiyon hizinin, artan basglangi¢ iyon konsantrasyonu ile
arttigini gozlemigler ve butun mikroorganizmalar icin Freundlich adsorpsiyon

izotermi sabitlerini bulmusglardir [56].

Cu(ll) ve Cr(VI) iyonlarinin birlikte, ikili iyon karisimindan C. Vulgaris
hicresine biyosorpsiyonu Aksu ve Acglkel (1999) tarafindan tek basamakl

kesikli reaktorde agir metalleri iceren atik su hacmi / biyosorbent miktarinin
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fonksiyonu olarak incelenmistir. Sorpsiyon olayi yarismali, ¢ok bilesenli

Freundlich adsorpsiyon izotermi ile ifade edilmistir [57].

Sag ve Kutsal (2000), Fe(ll), Cr(VI), Pb(ll), Cu(ll) ve Ni(ll) iyonlarinin
Zoogloea ramigera (aktive edilmis aktif camur bakterisi) ve Rhizopos arrhizus
(flament fungus) ile biyosorpsiyonunu, baglangi¢c metal konsantrasyonu ve
sicakhgin fonksiyonu olarak incelemislerdir. Farkli sicakliklarda Langmuir
modelinin, metal-mikroorganizma sistemlerine uygulanabilirligini kontrol
etmislerdir. Termodinamik veriler Cu(ll), Ni(ll) biyosorpsiyonunun ekzotermik,
Fe(lll), Cr(Vl) ve Pb(ll) biyosorpsiyonunun endotermik oldugunu
gOstermektedir [58].

Aksu ve Do6nmez (2001), sulu c¢ozeltilierden Cu(ll) iyonu giderimini, canl
(islem gérmemig) ve islem gormus (kurutulmus, otoklav edilmis, perklorik asit
ile ylkanmig, etanol ile yikanmis, formaldehit ile islem gérmus) Candida sp.
ile incelemiglerdir. Canli ve iglem gérmus mikroorganizma igin optimum pH 5
olarak bulunmustur. Mikroorganizmayi oldurmek igin kullanilan butin
metotlar, formaldehit ile islem digsinda Candida hucrelerin biyosorpsiyon
kapasitesini arttirmistir. Canli, otoklav edilmis ve formaldehit ile igslem gormuas
hicrelerde once hizli yizeye baglanma, ikinci basamakta daha yavas hucre
icine Cu(ll) iyonunun alinmasiyla devam etmektedir. Diger tarlG islem gérmus
hicrelerde, sadece yuzeye tutunma meydana gelmektedir. Freundlich ve
Langmuir adsorpsiyon modelleri iglem gormus ve gormemis hucrelerle kisa

sureli biyosorpsiyonu tanimlamaya yeterlidir [59].

Nuhoglu ve arkadaslari, Cu (ll) iyonunun Ulothrix zonala alg uzerine
adsorpsiyonunu kesikli sistemde incelemislerdir. Denge biyosorpsiyon
seviyesi Uzerine temas suresi ve baslangi¢c metal konsantrasyonu etkisi
saptanmigtir. Ayrica adsorbent konsantrasyonunun etkiside incelenmistir.
Deneysel veriler Langmuir modele uyarlanmigtir. Adsorpsiyon prosesi igin

serbest enerji - 12.60 kJ / mol olarak bulunmustur. Ulothrix zonala nin atik
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sulardan metal giderimi icin ve metallerin geri kazanilmasi igin uygun bir
biyosorbent olduguna karar verilmistir [23].

Ozer ve Ozer, Pb (ll), Ni(ll) ve Cr(VI) iyonlarinin inaktif Saccharomyces
cerevisiae Uzerine biyosorpsiyonunu baslangic pH, baslangic iyon
konsantrasyonu ve sicaklik fonksiyonu olarak incelemigslerdir. Pb(ll), Ni(ll) ve
Cr(VI) biyosorpsiyonuna ait deneysel denge verisine Langmuir modeli
uygulanmis, 25°C da maksimum metal tutulmasi sirasiyla 270.3, 46.3 ve
32.6 mg/g olarak bulunmustur. Ayrica biyosorpsiyon isilari da hesaplanmistir.
Sonuglar Pb(Il), Ni(ll) ve Cr(VI) biyosorpsiyonunun karakter olarak fiziksel

adsorpsiyon oldugunu ve ekzotermik ozellik tagidigini gostermektedir [37].

Hawari Ve Mulligon peynir Uretimine ait atiksu aritim tesisinin aneorobik
reaktorinden elde ettikleri aneorobik granuler gamuru kuruturak elde ettikleri
biyokutleyi, Ca(OH); ile igslem sonrasi biosorbent olarak kullanim olanaklarini
arastirmiglardir. Biyokutlenin Ca formunun, katyon degistirme kapasitesi 111
mesdeger / 100g olarak saptanmis olup bu deger ticari iyon degistirici
recginelerin kapasitesine yaklasmaktadir. Pb(Il), C d(Il), Cu(ll) ve Ni(ll) igin
maksimum adsorpsiyon kapasiteleri sirayla 255, 60, 55 ve 26 mg/g olarak

bulunmustur [36].
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4. DENEYSEL CALISMA
Bu calisma 2 bolumden olusmaktadir.

Birinci bolumde canh Pichia stipitis mayasi kullanilarak sentetik sulu
ortamlardan agir metal uzaklastirma performansi incelenmigtir. Calismanin
bu kisminda, adapte edilmis ve adapte edilmemis mayanin, ortama eklenen
farkli konsantrasyonlardaki Cu*®> ve Cr* iyonlarini giderme etkisi

arastiriimistir.

ikinci bélimde 6lu  Pichia stipitis mayasi ile sulu ortamlardan farkl
konsantrasyonlardaki Cu*? ve Cr*® iyonlarinin biyosorpsiyonuna sicaklik ve
pH nin etkisi incelenmistir. Deneysel Langmuir ve Freundlich biyosorpsiyon

izoterm modellerine uyarlanmigtir.

4.1. Canli Pichia stipitis Mayasi Kullanilarak Sulu Ortamlardan Cu*? ve
cr*? iyonlarinin Uzaklastiriimasi

Calismanin bu bdélimunde canli Pichia stipitis mayasi kullaniimig, adapte
edilmis ve adapte ediimemis olarak Cu*? ve Cr** iyonlarini tutma kapasiteleri

mukayeseli olarak arastiriimistir.
4.1.1. Mikroorganizmalar ve kiiltiir sartlar

Deneylerde kullanilan Pichia stipitis (NRRL-Y-7124)(CBS-5773) mayalari
liyofiz halinde United States Department of Agriculture’den temin edilmistir.
ilk olarak liyofiliz formdaki mayalarin transfer edilecedi sivi ortam
hazirlanmigtir. Bu sivi ortam; 0.3g yeast ekstrakt, 0.3g malt ekstrakt, 0.5g
pepton ve 1g glukozun 100ml destile suda ¢ozunmesi ile hazirlanmistir.
Hazirlanan bu ¢dzeltiden 0.5-0.7ml tiiplere konularak, 121°C de 20 dakika
otoklavda sterilizasyon vyapilmigtir. Mayanin iginde bulundugu cam

kapsullerin agizlari alkol ile silinip kesilerek, icindeki maya daha once
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hazirlanmis olan sivi ortama atilarak birka¢g dakika ¢ozlUnmesi beklenmis
iyice ¢ozunene kadar hizli bir sekilde karistirimigtir. Daha sonra mayalarin
transfer edilecegi egik agar ortami hazirlanmistir. Egik agar ortami; 0.3g
yeast ekstrakt, 0.3g malt ekstrakt, 0.5g pepton, 1g glikoz ve 2g agarin 100ml
destile suda ¢ozinmesi ile hazirlanmistir. Hazirlanan bu c¢ozelti tuplere
konularak 121°C de 20 dakika siire ile steril edilmistir. Pichia stipitis mayasi
ilk hazirlanan sividan bir 6ze yardimi ile edik agar ortamina steril sartlarda

ekilmistir. Bu ortamlar 25°C de 3 giin siire ile inkiibatérde bekletilmistir.
4.1.2. Buyume ortami

Mayalarin buydtilmesinde sivi kdltirler kullaniimistir. Metal iyonlarinin
¢okmesini engellemek icin ortam pH siI olarak 4.5 secilmigtir. Hazirlanan
100ml bayume ortamina, egik agar ortamindan mikroorganizma asilanarak
250ml'lik erlende agzi pamuk tikacla kapatiimis ve 30°C da 350rpm deki
magnetik karigtirici izerine konmustur.

Mikroorganizmalarin buyumesi i¢in gerekli ortam asagida belirtilen seklide

hazirlanmistir [23].

A c¢ozeltisi litresinde 1.10g CaO, 0.40g ZnO, 5.40g FeCl;.6H,0, 0.36g MgO,
0.25g CuS04.5H,0, 0.24G CoCl,.6H,0, 0.06G H3BO3 ve 13.0ml derisik HCI,
B ¢ozeltisi litresinde 10.1g MgO ve 45ml derisik HCI ve C c¢ozeltisi litresinde
64.0g ure, 12g KH,PO4 VE 1.18g Na;HPO, iceren ¢ozeltilerdir.

10ml A c¢ozeltisi, 10ml B ¢ozeltisi, 100ml C ¢ozeltisi ve 10g yeast ekstrakt
karistinlip 1IN HCI ve 1IN NaOH ile pH4.5 e ayarlanmistir. 50g Glikoz/L
¢cozeltisininde pH 4.5 a ayarlanmisgtir. Glikozun diger maddeler ile
reaksiyonunu engellemek igin A, B,C, yeast ekstrakt ile hazirlanan ¢ozelti ile
50g glikoz/l ¢odzeltslerinin sterilizasyon iglemi ayri olarak yapilmistir.
Sterilizasyon 121 °C"de 20 dakika siire ile otoklavda yapilmistir. Steril edilen
bu iki ¢ozeltinin aseptik sartlarda birlestirimesi ile blyume ortami

hazirlanmistir. Blyume ortamindan belirli zaman araliklarinda numuneler
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alinmis ve UV spektrofotometrede 600nm dalga boyunda absorbanslari
Olgulerek mikroorganizma sayisindaki degisim izlenmigtir. Ayrica kuru agirlik
tayini yapilarak, kuru agirlik ile absorbans arasindaki iligkiyi veren bir baginti
elde edilmistir (EK 1).

4.1.3. Metal giderim deneysel yontemi

Calismalar ilk olarak adapte edilmemis olan Pichia stipitis mayalari ile
gercgeklestiriimistir. Deneyler 10ppm, 30ppm, 50ppm, 75ppm ve 100ppm
olarak hazirlanan farklh baglangic metal konsantrasyonlarinda, 100 ml
hacimdeki buylme ortaminda yapilmigtir. Codzeltilerin hazirlanmasinda
deiyonize su kullaniimigtir. Hazirlanan 1000 ppm derisimindeki stok bakir(ll)
(Surechem Products Ltd., Cu,S0,4.5H,0) ve krom(lll) (Merck, CrCl3;.6H,0)
cozeltilerinden, diger konsantrasyondaki ¢ozeltiler seyreltme vyolu ile
hazirlanmistir. Calisilacak baslangic agir metal konsantrasyonu igin
hesaplanan miktar stok ¢ozeltiden alinarak, blUyume ortami hacmi goz
onlnde bulundurularak, substrat (glikoz) icerisine aktariimistir. Blyume
ortamini olusturan kimyasallar steril edilmigtir. Deney tuplerindeki egik agar
ortamina ekilmis olan Pichia stipis mayasi steril kogullarda bliyume ortamina
aktarilmigtir. Aktarma islemi, Laminar Hava Kabininde gergeklestirilmistir. Her
bdylme ortami asilamasi igin 2 ser tip maya kullaniimistir. Blyume ortami
30 °C sicakta ve 350 rpm karistirma hizinda Ben-mari sistemi ile magnetik

karigtirici Uzerinde sabit tutulmustur.

Belli periyotlarda alinan (0, 4, 8, 24, 30, 35, 49, 55, 79, 82 saat) 5ml lik
numunelerin kultir ortamindaki mikroorganizma agirliklari ve kalan agir metal
konsantrasyonlari saptanmisgtir. Absorbans degerleri uv
spektrofotometresinde ol¢uimustir. Baslangig konsantrasyonuna gore
tutunan agir metal miktarlari ise Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresinde
(AAS) belirlenmistir (EK 1).
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4.1.4. Adaptasyon

Mikrobiyal adaptasyon ile agir metal iceren sulu ortamlardaki mikrobiyal
populasyonun kendisini degisen c¢evresel sartlara kadameli olarak

uyarlamasinin saglanmasi amaglanmigtir.

Adaptasyon tekniginde, mikroorganizmalar en seyreltik zehir iceren ortamda
oncelikle c¢ogaltihp, daha sonra artan zehir konsantrasyonuna sahip
ortamlara kadameli olarak aktarilip, alistirilarak bu ortamlarda g¢ogalmalari

saglanir.

Bu calismada Pichia stipitis mayasi Cu(ll) ve Cr(lll) iceren ortamlara adapte
edilmigtir. Pichia stipitis mayasinin adaptasyon iglemine, 5ppm agir metal
konsantrasyonu ile baglanmigtir. Pichia stipitis mayasinin Sppm agir metal
konsantrasyonundaki cogalma egrileri EK9 da verilmistir. Oncelikle 5ppm
agir metal iceren ortamdan mayanin eksponansiyel buylimesine denk gelen
bir zamanda (Cu(ll) iyonu igin 20.saat ve Cr (Ill) iyonu icin 19. saat) 5mi
alinarak, 10ppm konsantrasyonundaki steril 100ml kultir icine aseptik
kosullarda aktariimistir. Daha sonra bu ortamin yine eksponansiyel fazindan
alinan 5ml lik 6rnek, 30ppm agir metal iceren blyume ortaminin steril
kosullarda asilanmasi i¢in kullaniimigtir. Bu ortamin eksponansiyel fazindan
alinan 5ml asi, bu kez 100ml, 50ppm agir metal iceren buylume ortamina
aktarilmigtir. Bu iglemler 50ppm agir metal igeren buayume ortami ile 75ppm
iceren arasinda ve sonra 75ppm iceren ile 100ppm iceren arasinda
tekrarlanmigtir. Her basamakta aktarmanin gerceklestigi zamanlari goésteren
cizelge EK6 da verilmisdir. Her kultur ortaminin daha once adaptasyonsuz
maya ile yapildigi bigimde, biyokutle c¢ogalmasi, kalan agir metal

konsantrasyonlari, farkli zamanlarda alinan érneklerle saptanmistir.
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4.2. Olu Pichia stipitis Mayasi Kullanilarak Sulu Ortamlardan Cu** ve
Cr*? iyonlarinin Uzaklastiriimasi

4.2.1. Olii biyokiitle ve ¢ézeltinin hazirlanmasi

Bu boélimde, deney kultird ortaminda bdylimesi tamamlanan ve agir metal
tutunumunu gercgeklestiren Pichia stipitis mayasinin 6lu formu kullaniimistir.
Blyumesini tamamlamis olan Pichia stipitis mayalari besi ortamindan
uzaklastirildi ve buhar sterilizasyonu yontemi ile olduralda. Canli hicre formu
kullanilarak  gercgeklestirilen calisma sonrasi toplanan, blylumesini
tamamlamis Pichia stipitis mayalari 4000rpm de 10 dakika boyunca santrifj
edildi. 3 kez deiyonize su ile yikandi ve filtre kagidi ile suzulerek sividan

ayrildi. Oda kosullarinda, 24 saat boyunca kurutuldu.

Hazirlanan 1000 ppm derisimindeki stok bakir(ll) ve krom(lll) ¢ozeltilerinden
seyreltme yolu ile 20 ser ml lik hacimlerde 10, 30, 50, 75 ve 100ppm lik farkh
baslangic konsantrasyonlarda Cu*? ve Cr* sollisyonlari hazirlandi.
Solusyonlarin pH si 1M lik HCI ve 1M lik NaOH ile ayarlandi. Agir metallerin
Ol mikroorganizmalar tarafindan tutunmasina sicaklik ve pH nin etkisi

incelendi.
4.2.2. Denge sorpsiyon deneyi

Farkli baslangi¢c konsantrasyonlarindaki (10, 30, 50, 75 ve 100ppm) 20ml lik
metal solUsyonlara yaklasik 40 ’ar mg oOlu hucre konulmustur. Calismalar
T=20 °C ve T=35 °C ve pH 4.5 ve pH3 de yapildi. Hazirlanan solUsyonlar
plastik film kaplarina konuldu. Film kaplari sicak su banyosuna bir agirlik
yardimi ile oturtularak T=20 °C ve T=35°C kosullari saglandi. Dengeye
ulagabilmesi i¢cin numuneler 10 gun bekletildi. Cozeltideki son agir metal

konsantrasyonlari Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresinde belirlendi.
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ilk ve son metal konsantrasyonu farkina gore asagidaki bagintidan

faydalanilarak metal tutunumlari hesaplanmigtir.

Buna gore;

q = (Co-Ce) ™ V I Myiyokitie (4.1)

g : birim biyokutle basina tutunan agir metal miktari (mg/g)
Co : to anindaki ilk agir metal konsantrasyonu (ppm)

Ce: t=10 gun sonundaki son agir metal konsantrasyonu (ppm)
V : ¢ozelti hacmi (ml)

Mbiyokiitle - Ol0 biyokutle miktari, (mg)
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5. DENEY SONUCLARI

Bu galismanin amaci sulu ortamlardan, canli ve 6lU Pichia stipitis mayasi
kullanilarak bakir ve krom iyonlarinin uzaklastiriimasi ile biyoakimulasyon ve

biyosorpsiyon karakteristigini bulmakti.

5.1. Canlh Pichia Stipitis Mayasi Kullanilarak Elde Edilen Deney
Sonuglari

Calismanin bu bdliminde canli adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia
stipitis mayasi kullanilarak Cu*?> ve Cr* iyonlarini tutma kapasiteleri ve
cogalma egrileri mukayeseli olarak aragtiriimigtir. Oncelikle adapte edilmemis
mayalar ile yapilan ¢alismada farkli zamanlarda alinan 6rnekler igindeki
bakir(Il) ve krom(lll) konsantrasyonu saptanmis , Pichia stipitis in kuru agirhgi
dlgilmiistir (EK-1). Cu*? ve Cr* iyonlar varliginda, adapte edilmeden
yapilan ¢alismalara ait gogalma grafikleri Sekil 5.1 ve Sekil 5.3 de, farkli agir
metal baslangi¢ konsantrasyonlarinin zaman goére degisimlerini gosteren
grafikler ise Sekil 5.5 ve Sekil 5.7 de karsilastirmali olarak gdsterilmistir.
Adapte edilmeden gergeklestiriien calismalara ait blylime sonuglari
cizelgeler halinde EK-2 de ve agir metal konsantrasyonuna ait degerler ise

EK-4 de verilmistir.

ikinci asamada ise biiyiime periyodu sirasinda agir metallere daha dayanikli
maya hucreleri kullanabilmek icin hucreler yuksek konsantrasyondaki
bakir(ll) ve krom(lll) e adapte edildiler. Boylece buyime esnasinda bakir(ll)
ve krom(lll) e maruz birakilan maya hucreleri ile bu metallere daha az duyarl
mayalar elde edildi. Farkli baglangi¢ iyon konsantrasyonlarinda, adapte
edilmis Pichia stipitis mayasinin bakir(ll) ve krom(lll) tutunma kapasiteleri
hesaplandi. Bakir ve krom akumuilasyon seviyelerinin  metal
konsantrasyonuna bagli olarak degistigi goézlendi. Adapte edilerek
gerceklestirilen calismalara ait gogalma grafikleri Sekil 5.2 ve Sekil 5.4 de,

farkh agir metal baslangi¢ konsantrasyonlarinin zaman goére degisimlerini
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goOsteren grafikler Sekil 5.6 ve Sekil 5.8 gosterilmistir. Pichia stipitis in
kademeli olarak adaptasyonu ile gergeklestirilen calismalara ait gogalma
sonuglari gizelgeler halinde EK-3 de ve agir metal konsantrasyonuna ait

degerler ise EK-4 de verilmigtir.

Adapte edimis Pichia stipitis biyokutlelerinin eksponansiyel fazda spesifik

bayume hizlari hesaplanmis ve EK-8 de sunulmustur.
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Sekil 5.1. Adapte edilmemis Pichia stipitis in farkli Cu(ll) baslangi¢ konsantrasyonlarindaki cogalma grafigi

(T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 5.2. Adapte edilmig Pichia stipitis in farkli Cu(ll) baslangi¢c konsantrasyonlarindaki gogalma grafigi
(T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 5.3. Adapte edilmemis Pichia stipitis in farkli Cr(lll) baslangi¢ konsantrasyonlarindaki cogalma grafigi

(T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 5.4. Adapte edilmig Pichia stipitis in farkhi Cr(lll) baglangi¢ konsantrasyonlarindaki cogalma grafigi

(T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 5.5. Adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan bakir(ll) miktarinin, baslangi¢ konsantrasyonunun

fonksiyonu olarak zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 5.6. Adapte edilmis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan bakir(ll) miktarinin, baslangi¢ konsantrasyonunun
fonksiyonu olarak zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 5.7. Adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan krom(lll) miktarinin, baslangi¢
konsantrasyonunun fonksiyonu olarak zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 5.8. Adapte edilmis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan krom(lIl) miktarinin, baslangi¢ konsantrasyonunun
fonksiyonu olarak zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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5.1 Olii Pichia stipitis Mayasi Kullanilarak Elde Edilen Deney Sonuglari

Calismanin bu boéluminde agir metal tutunumunu gergeklestiren canh Pichia

stipitis hucrelerinin 61U formu kullaniimigtir.

Pichia stipitis mayasinin farkl agir metal baslangic konsantrasyonlarindaki
(10, 30, 50, 75, 100ppm) denge izotermleri farkh sicaklik ve pH larda
karsilastirmali olarak incelenmistir. T=20 °C ve T=35°C sicakliklarinda ve pH
4.5 ve pH3 larda yapilan galismalara ait denge sorpsiyon sonuglari grafiksel
olarak Sekil 5.9 — 5.16 da ve cizelgeler halinde EK-7 de verilmigtir. Elde
edilen test bulgularina Langmuir, Freundlich, Temkin ve Jovanovich (J2)
izotermleri uygulanmistir. Langmuir izotermine ait modeller Sekil 6.25 — 6.32,
Freundlich izotermine ait modeller ise Sekil 6.33 — 6.40, Temkin izotermine
ait modeller Sekil 6.41-6.48 ve Jonavovich izotermine ait modeller Sekil 6.49-

6.56 da grafiksel olrak verilmistir.
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Sekil 5.9. Farkh bakir(ll) baglangi¢c konsantrasyonlarinda 6lU Pichia stipitis e ait denge egrileri, pH 4,5 (sabit)
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Sekil 5.10. Farkh bakir(ll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda 6lU Pichia stipitis e ait denge egrileri, pH 3 (sabit)
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Sekil 5.11. Farkli krom (Ill) baslangi¢ konsantrasyonlarinda 6lU Pichia stipitis e ait denge egrileri, pH 4,5 (sabit)
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Sekil 5.12. Farklh krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda 6lU Pichia stipitis e ait denge egrileri, pH 3 (sabit)
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Sekil 5.13. Farkli bakir(ll) baslangic konsantrasyonlarinda 6lii Pichia stipitis e ait denge egrileri, T=20°C (sabit)
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Sekil 5.14. Farkl bakir(ll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda 6lii Pichia stipitis e ait denge egrileri, T= 35°C (sabit)
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Sekil 5.15. Farkh krom(l1l) baslangic konsantrasyonlarinda 6lii Pichia stipitis e ait denge egrileri, T=20°C (sabit)
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Sekil 5.16. Farkl krom(lll) baslangic konsantrasyonlarinda 6lii Pichia stipitis e ait denge egrileri, T= 35°C (sabit)
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6. SONUG VE ONERILER

Bu galismada canli ve cansiz Pichia stipitis mayasi ile sulu ortamda Cu(ll) ve
Cr(lll) iyonlarini uzaklastirma olanaklari arastiriimistir. Canh Pichia stipitis in
agir metallere adapte edilmis ve edilmemis formu kullanilarak yapilan
calismalarda, biyokiutle ¢ogalmasi ve agir metal konsantrasyonlarindaki
degisim gozlenmistir. Sekil 5.1 — Sekil 5.4 de goéruldugua gibi agir metal
varhdinda, hicre c¢ogalmasi etkilenmektedir. Artan agir metal
konsantrasyonu ile hicre ¢godalmasi azalmaktadir. Sekil 6.1 — Sekil 6.10 da
agir metale adapte edilmis ve edilmemis buyokiutle ¢ogalma edrileri
karsilagtirmali olarak gdsteriimektedir. Anlagilacagdi gibi adaptasyon, her iki
iyonun bulundugu ortamda biyokdtle c¢ogalmasini  olumlu yonde
etkilemektedir. Adaptasyon sirasinda eksponansiyel fazdan alinan metabolik
olarak aktif hucrelerin, salgiladiklari enzimler ile ortamdaki metal iyonlarini
baglama ve kompleks yapma yeteneklerinin daha fazla olabilecegi 6ne

surulmastur [10].

Her iki iyonun 100ppm baglangi¢c konsantrasyonu igin adapte edilmemis
hicre buyumesi inhibe edilmistir. Sekil 6.11 — Sekil 6.24 de her iki iyon igin
adapte edilmis ve adapte edilmemis biyokutle ile agir metal giderimi
sirasinda, ¢ozeltide kalan iyon konsantrasyonlarinin ve tutunma yltzdelerinin
zamanla degisimi karsilastirmali olarak gosteriimektedir. Adapte edilmis
Pichia stipitis mayasi ile yapilan biyoaritim daha etkin olarak
gerceklesmektedir. Farkli baglangi¢ konsantrasyonlari ile yapilan ¢alismada,
solisyonda kalan agir metal miktarinin adapte edilmeyen hlcreye gore

zamanla azaldigi gorulmektedir.

Adapte edilmemis Pichia stipitis mayasi Cu(ll) ve Cr(lll) iyonlarinin
biyoaritimi sirasinda, ¢ozeltide kalan agir metal konsantrasyonu baslangicta
hizla azalirken, bir muddet sonra belirgin bir sekilde artmaktadir. Bu artisin
her iki farkli iyonun bulundugu ortamlarda, biyokutlenin duragan fazi iginde

meydana geldigi dikkat ¢ekicidir. Yukarida gozlenen agir metal tutunumunun
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tersinir olmasinin, pH degisimi ile ilgili olabilecegi dusunilmektedir. Cu(ll),
Cr(lll) gibi iyonlarin pH5.5 Uzerinde ¢oktugu bilinmektedir. Ayrica, pH nin
yikselmesi ile adsorpsiyon ortamindaki OH™ iyonlarinin artisi, hiicre
yuzeyindeki negatif yuklerin ve amino, fosfat, karboksil gibi fonksiyonel
gruplarin  iyonlagsmasi sonucunda metal katyonlari ile reaksiyon
gerceklesebilecegini sdylemek mimkiindir. ilerleyen zaman iginde ortam
pH’Indaki azalma, yukarida deginilen olaylari tersine c¢evirmektedir. Agir
metallerin adapte edilmemis biyokutle ile uzaklastiriimasi sirasinda, olayin
tersinir olmasi fiziksel adsorpsiyonun yani yanlizca biyosorpsiyonun varhigini

isaret etmektedir. Bu durumda biyoakimulasyondan bahsedilemez.

Halbuki adapte edilmis hicre ile Cu (ll) ve Cr (lll) iyonlarinin giderimi
sirasinda, once hizli bir agir metal gideriminin gerceklestigi, sonrasinda ise
metal gideriminin yavasliyarak arttigi gozlenmistir. Olayin tersinmez olmasi
biyosorpsiyonu  takiben  biyoakimulasyonun gergeklestigi  izlenimini
vermektedir. Adaptasyonla agir metallere olan duyarlihigi azaltiimig olan
hicrelerin metabolik aktiviteleri, adapte edilmemis olan hucrelere gore
farkhlik gostermektedir (zardan metal gegisine daha kolay izin
vermektedirler). Literatirde belirtildigi gibi, bir dlgcide de biyoakimulasyonun
gerceklesmesi, yuzeye biyosorpsiyonu arttirabilir. Cizelge 6.1 ve Cizelge 6.2
de, Cu (ll) ve Cr (lll) iceren buylme ortamlarina adapte edilmis Pichia stipitis

mayasinin buyime ve metal giderimine ait parametreleri bulunmaktadir.

Cizelge 6.1. Cu (ll) iceren buyime ortaminda, adapte edilmis Pichia stipitis
mayasinin buyime ve metal giderimine ait parametreler

Co (ppm) w(s") Qmax (MQ/g) % tutunma
0 0,349 - -
10 0,070 0,98 89
30 0,058 2,84 75
50 0,035 4,937 66
75 0,029 7,75 62
100 0,011 15,85 61
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Cizelge 6.2. Cr (lll) iceren buyume ortaminda, adapte edilmis Pichia stipitis
mayasinin buyume ve metal giderimine ait parametreler

Co (ppm) u(s Qmax (MQ/g) % tutunma
0 0,349 - -
10 0,096 0,58 85
30 0,093 1,04 76
50 0,095 3,50 71
75 0,085 7,31 70
100 0,079 9,10 58

Goruldagu gibi biyokltleye ait eksponansiyel faz igin hesaplanan spesifik
blyume sabitleri artan agir matal konsantrasyonlari ile genelde azalmaktadir.
Birim kuru hucre agirligi Gzerine tutulan agir metal miktari qmax , baslangig
konsantrasyonunun fonksiyonu olarak hesaplanmistir. Cizelge 6.1 ve Cizelge
6.2 de gorllecegi gibi qmax degerleri, her iki iyon icinde artan baslangic metal
konsantrasyonu ile artmaktadir. Pichia stipitis mayasinin Cu (ll) iyonunu
tutma kapasitesi, Cr (lll) e gore daha yuksektir. Diger taraftan yuzde agir

metal tutunma oranlari artan baglangig iyon konsantrasyonu ile azalmaktadir.

Skountzou ve arkadaslar (2003), Ferraz ve Teixeira (1999) da benzer
gozlemler yapmiglardir. Bu calismadaki en yuksek Cu (Il) iyonu tutma
kapasitesi 15.85 mg/g, Cr (lll) iyonu tutma kapasitesi 9.10 mg/g olarak
bulunmustur. En ylUksek agir metal uzaklastirma yutzdeleri ise Cu (lIl) igin
%89, Cr (Illl) icin %85 olarak saptanmistir. Canli hicrelerle yapilan bu
caligsmalarin sonuglari Cizelge 6.3 de, literatirde bulunan bazi g¢alismalarla
kargilastinimistir. Goéraldugu gibi adapte edilmis Pichia stipitis mayasinin sulu
ortamlardan Cu (II) ve Cr (lll) iyonlarini uzaklastirma yeteneginin literatlrdeki
ayni amacli galisma sonuglari ile benzer olduklari gérulmustur. Pichia stipitis
in agir metal tutma kapasitesinin bazi mikroorganizmalardan daha iyi,

bazilarindan ise daha duguk seviyede kaldigi gbzlemlenmistir.
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Calismanin ikinci kisminda, ilk bdélimde agir metale adapte edilmis
mikrooraganizmalari iceren buyume ortamlari ¢alisma sonunda yikanip,
suzuldikten, sonra kurutularak cansiz hale getirilmig, biyosorpsiyon igin
kullanim olanagd1 arastinimistir. Bu sekilde, canli hdlcreler ile yapilan
¢alismanin atigi olarak elde edilen hucreler degerlendirilmis olmaktadir. Bu
bolimundeki calismada pH ve sicaklik biyosorpsiyon parametreleri olarak
secilmigtir. EK-7 ° de sunulan olU Pichia stipitis mayasina ait denge
sorpsiyonundaki agir metal konsantrasyonlarini gdsteren cizelgelerde ve
Sekil 5.9 — Sekil 5.16 goruldugu gibi, iki farkh pH degeri igin (4.5 ve 3), her iki
iyonun biyosorpsiyon kapasitelerinin dusuk sicaklikta daha fazla oldugu
gorulmastur. Buradan Pichia stipitis mayasi Uzerine Cu (lI) ve Cr (lll)
biyosorpsiyonunun ekzotermik karakterde oldugunu sodyleyebiliriz. Sicaklik
artigi ile birlikte biyokutle ylzeyi ve metal iyonlari arasindaki ¢ekim kuvveti
zayiflamakta ve sorpsiyon azalmaktadir. Sicaklik arttiginda sinir tabakasi
inceligi azalmakta ve hucre yuzeyindeki metal iyonlarinin solisyona kagma
egilimleri artmaktadir. Bu durum da sicaklik artisi ile birlikte adsorpsiyonun
azalmasina neden olmaktadir. Ortam pH 1, biyokitlenin hicre duvarindaki
fonksyonel grup konsantrasyonunu ve metal iyonlarinin ¢ozunurlugunu
onemli Olcude etkilemektedir. Metaller hicre duvarindaki biyopolimerlerde
bulunan fonksiyonel gruplara protonlarla yer degistirerek baglanirlar. Ortam
baziklestiginde ise metal adsorpsiyonu azalmaktadir. Bazik ortamda Cu*? ve
Cr® in iyonik ve iyonik olmayan hidroksit kompleksleri olusmasi
adsorpsiyonun azalmasina neden olmaktadir. Iki farkl sicaklikta ( 20°C ve
35°C ), dusiik pH da biyokiitlenin her iki iyonu tutma kapasitesinin daha

yuksek oldugu gorulmektedir.

Deneysel biyosorpsiyon verileri Langmuir, Freundlich, Temkin ve
Jovanovich(J2) izotermlerine uyarlanip, model parametreleri saptanmistir.
Hesaplanan izoterm parametreleri Langmuir izotermi igin Cizelge 6.4
Freundlich izotermi icin Cizelge 6.5, Temkin izotermi icin Cizelge 6.6 ve
Jovanovich (J2) izotermi igin Cizelge 6.7 de gosterilmigtir. Model se¢imi icin

izoterm modellerinin dogrusal formlari karsilastirildiginda determinasyon
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katsayisinin (R?) 1°e daha yakin olmasindan dolayi Langmuir ve Temkin
izotermleri en uygun model olarak gorunmektedir. Langmuir , Freundlich,
Temkin ve Jovanovich (J2) izotermlerine ait grafiksel ¢alismalar Sekil 6.25 —
Sekil 6.56 de sunulmustur. Oli Pichia stipitis mayasinin Cu(ll) ve Cr(lll)
iyonlarini daha etkin tutma kapasitesine sahip oldugu tespit edilmigtir. Bu
calismadaki 6lu biyokutlenin en yuksek Cu (ll) iyonu tutma kapasitesi 20.22
mg/g, Cr (lll) iyonu tutma kapasitesi 16.12 mg/g olarak bulunmustur. Cizelge
6.7 de literatirde 0olU hucrelerle yapilan calismalarda Cu ve Cr

biyosorpsiyonuna ait veriler gosterilmektedir.



Cizelge 6.3 Buyuyen / yasayan hicrelerin Cu ve Cr biyoakimulasyonu ile ilgili birkag literatlir calismasi [3]
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Mikroorganizma  Organizma adi Metal MRL/Tutunma Uzalastirma Metal kaynagi Yorum Kaynak
verimi (%) (konsantrasyon)
Maya (pis su, Candida spp. Cu 4.7-23 mg/g 22-52 LS (100ml)/GM Uzaklastirma, Donmez ve
kanalizasyon) (adapte (8 gun) (100-1500 mg/) pPH ve metal Aksu (2001)
edilmemisg) konsantrasyonu
na bagl
Candida spp. Cu -.3-37 mg/g. 5-68
(adapte edilmig) (8-13 gun)
Maya Saccharomyces Cu 2-9 mg/g 13-74 LS (100ml)/GM Uzaklastirma, Donmez ve
(atiktan cerevisia (4 gun) pH ve metal Aksu (1999)
elde edilmig) konsaptrasyonu
na bagli
Kluveromyces Cu 1.8-11.2 mg/g 10-90
marxianus (4 gun)
Schizosaccharo Cu 0.6-1.3 mg/g 11-25
myces pombe (4 gun)
Candida spp Cu 1.6-14.8 mg/g 13-73
(4 gun)
Mantar Aspergillus Cu 4.9-15.6 mg/g 19-57 LS (100ml)/GM Blylime ve Dursun et al.
(atiktan elde niger (7 gun) (25-150 mg/l) metal (2003)
edilmis) akimdulasyonu
icin optimum pH
metal e baghdir
Cr 5.1 -6.6 mg/g 21-36 (21-75 mg/l)

(7 gun)
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Cizelge 6.3 (Devam) Buylyen / yasayan hucrelerin Cu ve Cr biyoakimulasyonu ile ilgili birkag literatlr calismasi [3]

Mikroorganizma Organizmaadi Metal MRL/Tutunma Uzalastirma  Metal kaynagi Yorum Kaynak
verimi (%) (konsantrasyon)
Bakteri Pseudomonas 0.08 mg/mi 46 LS (20ml)/GM Buyume, Hassen et al.
(atik su) aeruginosa (2 gun) (69 mg/l) protein sentezi (1998)
ve pigment
aretimi
Uzerinde
degisken
etkiler
Bakteri Pseudomonas Pb 0.5 mg/ml 80 LS (100ml)/metal Tutunma pH ve Chang et al.
aeruginosa (110 mg/q) (2 gun) solution(100 mg/l) blyime fazina (1997)
PU21 (Rip64) (20mgfl) bagh
Cu 0.3 mg/mi 75
(23 mg/g) (2 gun)
Maya Pichia stipitis Cu 0.98-15.85 61-89 10-100 mg/I Uzaklastirma, Bu calisma
(adapte mg/g (3.5 giin) ve metal
edilmis) konsantrasyon
una bagl
Cr 0.58-9.10 mg/g 58-85 10-100 mg/I Uzaklastirma, Bu c¢alisma
(3.5giin) ve metal
konsantrasyon

una bagl




Cizelge 6.4 Olu Pichia stipitis mayasinin, Cu(ll) ve Cr(lll) iyonlarina

ait Langmuir izoterm parametreleri

Metal T,°C pH Qm b R?

Cu(ll)y |20 3 24,94 0,075 0,9896
20 45 16.89 0,070 0,9736
35 3 22,17 0,067 0,9516
35 45 15,24 0,100 0,9627

cr(in |20 3 22,99 0,0432 [0,8528
20 45 19,20 0,0382 | 0,9430
35 3 18,62 0,0498 [0,9915
35 45 15,18 0,045 0,9946

Cizelge 6.5 OlU Pichia stipitis mayasinin, Cu(ll) ve Cr(Ill) iyonlarina

ait Freundlich izoterm parametreleri

Metal T,°C pH 1/n Ke R?

Cu(ll)y |20 3 0,5405 | 2,636 0,8972
20 45 0,5054 | 1,912 0,8037
35 3 0,5448 | 2,233 0,7853
35 45 0,5261 | 1,582 0,7926

Ccr(ly |20 3 0,6599 | 1,345 0,7917
20 45 0,6256 | 1,100 0,8719
35 3 0,3676 | 3,0796 0,9969
35 45 0,3723 |2,3878 0,9930




Cizelge 6.6 Olu Pichia stipitis mayasinin, Cu(ll) ve Cr(lll) iyonlarina
ait Temkin izoterm parametreleri

Metal T,°C pH br Kr R?

Cu(ll)y [20 3 0,186 0,832 0,9878
20 45 0,273 0,796 0,9120
35 3 0,208 0,793 0.9188
35 45 0,293 0,721 0,8943

Cr(ny |20 3 0,192 0,531 0,9000
20 45 0,238 0,480 0,9729
35 3 0,247 0,569 0,9863
35 45 0,297 0,502 0,9888

Cizelge 6.7 Olu Pichia stipitis mayasinin, Cu(ll) ve Cr(lll) iyonlarina

ait Jovanovich (J2) izoterm parametreleri

Metal T,°C pH K M R®

Cu(ll) |20 3 -0,04412 | 21,58 0,8604
20 45 -0,0384 | 15,18 0,7156
35 3 -0,04282 | 19,42 0,7758
35 45 -0,03769 | 14,08 0,7648

cr(iy |20 3 -0,04158 | 18,51 0,8975
20 45 -0,3501 | 14,36 0,9057
35 3 -0,03334 | 14,75 0,7467
35 45 -0,3137 | 11,79 0,8028
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Cizelge 6.8 Literaturdeki 61U hicrelerle yapilan ¢alismalarda Cu(ll) ve
Cr(lll) biyosorpsiyonuna ait bazi veriler [60]
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Organizma adi Metal Tutunma verimi, Kaynak
mg/g

Aspergillus Cr (V1) 2 Prasanjit and Sumathi (2005)
foetidus
Aspergillus Cu 5 Townsley and Ross (1986)
niaer
Aureobasidium  Cu 6 Gadd and Mowll (1995)
pullulans
Ganoderma Cu 24 Muraleedharan and
Jucidum Vankobachar (1990)
Penicillium Cd, Cu, Pb 11,9, 116 Niu. Et al. (1999)
chrvsoaenum
R. arrhizus Cr 11 Bai and Abraham (1998)

Cu 10 Gadd (1988)
Saccharomyces Cu 17-40 Volesky and May-Phillips (1995)
cerevisiae

Cu 10 Mattuschka et al. (1993)

0,4 Huang et al. (1990)

B. coagulans Cr (VI) 39,9 Srinath et al. (2002)
B.megaterium Cr (V1) 30,7 Srinath et al. (2002)
Pichia stipitis Cu(ll 20,22 Bu calisma

Cr(lln 16,12 Bu calisma
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Sekil 6.1. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 10ppm bakir(ll) baglangi¢ konsantrasyonunda
karsilastirmall cogalma egrileri (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.2. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 30ppm bakir(ll) baslangi¢ konsantrasyonunda

kargilastirmali gogalma egrileri (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.3. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 50ppm bakir(ll) baglangi¢ konsantrasyonunda

karsilastirmali cogalma egrileri (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.4. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 75ppm bakir(ll) baglangi¢ konsantrasyonunda

karsilastirmali cogalma egrileri (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.5. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 100ppm bakir(ll) baslangi¢ konsantrasyonunda
karsilastirmali cogalma egrileri (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.6. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 10ppm krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonunda

karsilastirmali cogalma egrileri (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.7. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 30ppm krom(lIl) baslangi¢ konsantrasyonunda

kargilastirmali ¢ogalma egrileri (T=30°C ve Karistirma hiz1=350rpm)
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Sekil 6.8. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 50ppm krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonunda

karsilastirmali cogalma egrileri (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.9. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 75ppm krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonunda

karsilastirmali cogalma egrileri (T=30°C ve Karigtirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.10. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis in 100ppm krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonunda

karsilastirmall cogalma egrileri (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.11. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan bakir(ll) miktarinin
10ppm baslangig konsantrasyonu icin zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.12.

Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan bakir(ll) miktarinin
30ppm baslangi¢ konsantrasyonu i¢in zamanla degigimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.13. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan bakir(ll) miktarinin
50ppm baslangi¢ konsantrasyonu icin zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.14. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan bakir(Il) miktarinin
75ppm baslangi¢ konsantrasyonu i¢in zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.15. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan bakir(ll) miktarinin
100ppm baslangic konsantrasyonu igin zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.16. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan krom(lll) miktarinin
10ppm baslangi¢ konsantrasyonu igin zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.17. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan krom(lll) miktarinin
30ppm baslangi¢ konsantrasyonu icin zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.18. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan krom(lll) miktarinin
50ppm baslangi¢ konsantrasyonu icin zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.19. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan krom(lll) miktarinin
75ppm baslangi¢ konsantrasyonu i¢in zamanla degigimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.20. Adapte edilmis ve adapte edilmemis Pichia stipitis tarafindan adsorplanan krom(lll) miktarinin
100ppm baslangic konsantrasyonu icin zamanla degisimi (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.21. Adapte edilmemis Pichia stipitis ile farkli bakir(ll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda tutunan agir

metal miktarlari (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.22. Adapte edilmis Pichia stipitis ile farkh bakir(ll) baslangi¢c konsantrasyonlarinda tutunan agir

metal miktarlari (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.23. Adapte edilmemis Pichia stipitis ile farkli krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda tutunan agir

metal miktarlari (T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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Sekil 6.24. Adapte edilmis Pichia stipitis ile farkh krom(lll) konsantrasyonlarinda tutunan agir metal miktarlari

(T=30°C ve Karistirma hizi=350rpm)
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ekil 6.25. Bakir(ll) nin Pichia stipitis (izerindeki Langmuir izotermi pH 4.5 ve T=20°C
S P g
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Sekil 6.26. Bakir(ll) nin Pichia stipitis lizerindeki Langmuir izotermi pH 3 ve T=20°C
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Sekil 6.27. Bakir(ll) nin Pichia stipitis (izerindeki Langmuir izotermi pH 4.5 ve T=35°C
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Sekil 6.28. Bakir(ll) nin Pichia stipitis izerindeki Langmuir izotermi pH 3 ve T=35°C
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Sekil 6.29. Krom(lll) un Pichia stipitis lizerindeki Langmuir izotermi pH 4.5 ve T=20°C
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Sekil 6.30. Krom(lll) un Pichia stipitis lizerindeki Langmuir izotermi pH 3 ve T=20°C
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ekil 6.31. Krom(Ill) un Pichia stipitis tizerindeki Langmuir izotermi pH 4.5 ve T=35°C
S p g
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Sekil 6.32. Krom(lll) un Pichia stipitis lizerindeki Langmuir izotermi pH 3 ve T=35°C
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Sekil 6.33. Bakir(ll) un Pichia stipitis izerindeki Freundlich izotermi pH 4,5 ve T=20°C

99



1,60

1,40

1,20

1,00 -

0,80

log ge

0,60 -

0,40 -

0,20 A

0,00

0,2

0,4

0,6

0,8

1
log Ce

1,2

1,4

1,6

1,8

Sekil 6.34. Bakir(ll) un Pichia stipitis (izerindeki Freundlich izotermi pH 3 ve T=20°C
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Sekil 6.35. Bakir(ll) un Pichia stipitis (izerindeki Freundlich izotermi pH 4,5 ve T=35°C
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Sekil 6.36. Bakir(ll) un Pichia stipitis izerindeki Freundlich izotermi pH 3 ve T=35°C
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Sekil 6.37. Krom(lll) un Pichia stipitis lizerindeki Freundlich izotermi pH 4,5 ve T=20°C
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Sekil 6.38. Krom(lll) un Pichia stipitis lizerindeki Freundlich izotermi pH 3 ve T=20°C
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ekil 6.39. Krom(lll) un Pichia stipitis tizerindeki Freundlich izotermi pH 4,5 ve T=35°C
S p
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Sekil 6.40. Krom(l1l) un Pichia stipitis lizerindeki Freundlich izotermi pH 3 ve T=35°C
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Sekil 6.41. Bakir(ll) nin Pichia stipitis lizerindeki Tempkin izotermi pH 4.5 ve T=20°C
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Sekil 6.42. Bakir(ll) nin Pichia stipitis izerindeki Tempkin izotermi pH 3 ve T=20°C
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Sekil 6.43. Bakir(ll) nin Pichia stipitis lizerindeki Tempkin izotermi pH 4.5 ve T=35°C
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Sekil 6.44. Bakir(ll) nin Pichia stipitis lizerindeki Tempkin izotermi pH 3 ve T=35°C
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ekil 6.45. Krom(lll) nin Pichia stipitis tizerindeki Tempkin izotermi pH 4.5 ve T=20°C
S P p
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ekil 6.46. Krom(lll) nin Pichia stipitis Gizerindeki Tempkin izotermi pH 3 ve T=20°C
S P p
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Sekil 6.47. Krom(lll) nin Pichia stipitis iizerindeki Tempkin izotermi pH 4.5 ve T=35°C
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Sekil 6.48. Krom(lll) nin Pichia stipitis izerindeki Tempkin izotermi pH 3 ve T=35°C
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Sekil 6.49. Bakir(ll) nin Pichia stipitis lizerindeki Jovanovich (r=1.5) (J2) izotermi pH 4.5 ve T=20°C
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Sekil 6.51. Bakir(ll) nin Pichia stipitis izerindeki Jovanovich (r=1.5) (J2) izotermi pH 4.5 ve T=35°C

117



20,0

18,0 -
16,0 -
14,0
12,0 -

10,0 -

qe(mg/g)

8,0
6,0 -
4,0 -

2,0

0,0 T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60
Ce (ppm)

Sekil 6.52. Bakir(ll) nin Pichia stipitis (izerindeki Jovanovich (r=1.5) (J2) izotermi pH 3 ve T=35°C
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Sekil 6.53. Krom(lll) nin Pichia stipitis zerindeki Jovanovich (r=1.5) (J2) izotermi pH 4.5 ve T=20°C
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ekil 6.54. Krom(lll) nin Pichia stipitis tizerindeki Jovanovich (r=1.5) (J2) izotermi pH 3 ve T=20°C
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Sekil 6.55. Krom(lll) nin Pichia stipitis izerindeki Jovanovich (r=1.5) (J2) izotermi pH 4.5 ve T=35°C
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Sekil 6.56. Krom(lll) nin Pichia stipitis lizerindeki Jovanovich (r=1.5) (J2) izotermi pH 3 ve T=35°C
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Sonug ve Oneriler;

Agir metal varhgi, biyokutle cogalmasini olumsuz yonde etkilemektedir.
Pichia stipitis mayasinin ¢ogalmasi, Cu (ll) iyonuna kargi Cr (lll) a goére
daha hassastir.

Canli hucre ile agir metal giderimi igin adaptasyon tekniklerinin
kullaniimasi gerekliligi ortaya ¢gikmigtir.

Agir metallerin baglangi¢ konsantrasyonu, biyokutle cogalmasini ve agir
metal tutulumunu etkilemektedir.

Adapte edilmis Pichia stipitis mayasinin, Cu (llI) iyonu i¢in en ylUksek
tutma kapasitesi 15.85mg/g, Cr (lll) iyonu icin 9.10 mg/g olarak
gerceklesmistir.

Oli Pichia stipitis mayasi ile yapilan galismalarda kullanilan, agir metale
adapte edilmis mikrooraganizmalari iceren buUyume ortamlarindan
toplanmig, atik biyokutleler Cu(ll) ve Cr(lll) iyonlarini tutma o6zelligine
sahiptir.

Ol Pichia stipitis mayasinin Cu (ll) ve Cr (lll) biyosorpsiyonu, sicaklik ve
pH ile ters orantili olarak degismektedir.

Calisilan kosullar iginde, 6/l Pichia stipitis maksimum agir metal tutma
kapasitesi Cu (ll) icin 20,22 mg/g ve Cr (lll) igin 16.12mg/g olarak

bulunmustur.

Bu calismanin sonucunda asagidaki konular daha sonraki galismalar igin

Onerilebilir:

Farkli adaptasyon teknikleri geligtirilebilir

Laboratuvar kultura yerine, kirli ortamlardan izole edilmis Pichia stipitis
mayasi kullanilabilir.

PH degisimi ve substrat konsantrasyonu takip edilebilir.

Canli hucre ile baglangi¢ pH ve karistirma hizi degistirilebilir.
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e Baska agir metaller ile Pichia stipitis mayasinin biyosorpsiyonu ve

biyoakimulasyonu denenebilir.
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EK-1 Mikroorganizma icin agirlik tayini ve Cu(ll), Cr(lll) analizi

Mikroorganizma igin agirhik tayini

Hucre miktari kuru agirlik Uzerinden belirleneceginden hucrelerin  kuru
agirhklar tespit edildi. Buyume ortamindan alinan 10ml lik iki 6rnegin
absorbansi 600nm dalga boyunda UV spektrofotometrede 6lgtildii. Ornekler
santrifdj tlplerine kondu ve 10 dakika boyunca 2000 rpm de santrifij edildi.
Sulu kisim alindi ve ¢oken kisma 5ml %0.9 luk NaCl eklendi ve tekrar ayni
kosullarda santrifiij edildi. Ust kisim mikropipet ile gekildi. Santrifij tlpleri
etiivde 90° C de 20 saat kurutuldu ve desikatére alindi. Tipler tekrar
tartilarak kuru mikroorganizma agirhgi elde edildi. Bu islem sonucunda
absorbans ile kuru agirlik arasindaki iliskiyi veren,

Absorbans = 2.3 x kuru agirlik (g/l)

seklinde bir baginti elde edilmistir.

Mikroorganizma  sayisindaki  degisim  Shimadzu Marka 210UV
spektrofotometresinde absorbans tayini yapilarak gergeklestirilmistir. 10 ppm,
30 ppm, 50 ppm, 75 ppm ve 100 ppm Cu ve Cr konsantrasyonlarinda
hazirlanan, 30°C ve 350rpm deki biiyiime ortaminda bulunan adapte edilmis
ve adapte edilmemis Pichia stipitis mayalarindan belli zaman araliklarinda
alinan ornekler gerekli oOlgulerde seyreltiimis, 1cm kalinhdindaki dort kose,
kuartz kuvetler kullanilarak, 600nm dalga boyunda UV spektrofotometresinde

absorbans dl¢gimleri yapiimigtir.
Cu(ll), Cr(lll) analizi
Metal analizleri UNICAM929 Marka atomik absorpsiyon

spektrofotometresinde gerceklestirilmistir. Belli zamanlarda ¢o6zeltilerden

alinan numuneler 2000rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir. Olgiimler siiziintl
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EK-1 (Devam) Mikroorganizma icin agirlik tayini ve Cu(ll), Cr(lll) analizi

kismindan alinan érnekler Uzerinden gergeklestiriimistir. Surechem Products
Ltd., CuS04.5H,0 ve Merck, CrCl3.6H,0 kimyasallari kullanilarak 1000ppm
ik stok Cu'? ve Cr* solisyonlari hazirlanmistir. Sollisyonlarin
hazirlanmasinda deiyonize su kullaniimistir. 1000ppm lik stok ¢o6zeltiden
deiyonize su ile seyreltmeler yapilarak 1, 2, 3, 4 ve S5ppm lik standart
cozeltiler hazirlanmistir. Bu standart ¢ozeltilerin kalibrasyon denklemleri
belirlenmistir (Bakir icin; y = 0,0221x + 0,0268 ve Krom igin; y = 0,0134x +
0,023). Analizi yapilacak numuneler gerekli oranlarda seyreltimis ve
konsantrasyon  degerleri  okunmustur. Alevli atomik  absorpsiyon
spektrofotometresinde yakit olarak asetilen-hava karisimi ve isik kaynagi

olarak D, (déteryum) lambasi kullaniimistir.
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EK-2 Farkl baslangi¢ konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a ait
adapte edilmemis Pichia stipitis ile gergeklestirilen biyokutle sonuglari

Cizelge2.1. Farkli bakir(ll) baslangic konsantrasyonlarinda, adapte
edilmemis Pichia stipitis mayasi ile gerceklestirilen g¢ogalma
sonuglari (Buyume ortami hacmi =100 ml , pH =45, T = 30°C,
Karistirma hizi = 350 rpm)

Biyokautle (g/l)

t (saat) | Oppm 10ppm 30ppm 50ppm 75ppm 100ppm

3.09 0.46 0.40 0.30 0.25 0.044

3.39 0.73 0.48 0.36 0.31 0.059

10.16 2.06 1.59 1.43 1.30 0.055
24 10.75 6.67 5.11 3.48 2.10 0.055
30 14.81 6.95 6.25 3.64 2.51 0.055
35 15.24 6.72 6.44 3.77 2.94 0.055
49 16.17 6.89 6.06 3.39 2.55 0.054
55 16.34 6.57 5.48 3.19 244 0.045
79 16.28 6.31 5.43 3.16 2.30 0.047
82 15.32 5.72 5.09 2.96 2.27 0.046
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EK-2 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait adapte edilmemis Pichia stipitis ile gergeklestirilen
biyokutle sonugclari

Cizelge 2.2. Farkh krom(lll) baslangic konsantrasyonlarinda, adapte
edilmemis Pichia stipitis mayasi ile gergeklestirilen ¢ogalma
sonuglari (Bilylime ortami hacmi =100 ml , pH = 4.5 , T = 30°C,
Karistirma hizi = 350 rpm)

Biyokutle (g/l)

t (saat) | Oppm 10ppm | 30ppm | 50ppm | 75ppm 100ppm

3.09 1.33 1.09 1.06 0.61 0.32

3.39 1.59 1.15 1.24 1.07 0.59

10.16 2.50 1.92 1.76 1.24 0.57
24 10.75 8.49 7.49 6.37 414 0.63
30 14.81 8.58 7.41 6.51 4.80 0.49
35 15.24 8.73 7.98 6.85 6.62 0.46
49 16.17 8.89 7.79 6.53 5.93 0.43
55 16.34 8.98 7.54 6.23 4.98 0.41
79 16.28 8.96 6.71 5.93 3.87 0.45
82 15.32 7.85 6.66 5.78 3.87 0.45
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EK-3 Farkh baslangi¢ konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a ait

adapte edilmis Pichia stipitis ile gergeklestirilen biyokutle sonuglari

Cizelge 3.1. Farkli bakir(ll) baslangic konsantrasyonlarinda, adapte edilmis
Pichia stipitis mayasi ile gergeklestiriien ¢ogalma sonuglari

(Buyume ortami hacmi =100 ml , pH = 45 , T =
Karistirma hizi = 350 rpm)
Biyokautle (g/l)
t (saat) | Oppm 10ppm 30ppm 50ppm 75ppm 100ppm
3.09 1.51 0.85 0.65 0.73 0.75
3.39 1.63 1.33 1.37 1.31 0.97
10.16 4.91 4.48 3.14 2.16 1.81
24 10.75 6.04 5.72 4.81 4.25 2.13
30 14.81 8.29 7.74 5.62 4.17 3.55
35 15.24 8.50 7.36 5.72 5.14 4.02
49 16.17 8.76 7.80 7.53 6.64 3.97
55 16.34 9.40 7.60 7.11 6.31 4.01
79 16.28 8.76 8.23 7.05 5.46 4.08
82 15.32 9.05 7.89 6.68 5.29 3.87

30°C,
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EK-3 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait adapte edilmis Pichia stipitis ile gergeklestirilen biyokutle
sonuglari

Cizelge 3.2. Farkh krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda, adapte edilmis
Pichia stipitis mayasi ile gergeklestirilen ¢odalma sonuglari
(Blyime ortami hacmi =100 ml , pH = 45 , T = 30°C,
Karistirma hizi = 350 rpm)

Biyokutle (g/l)

t (saat) | Oppm 10ppm | 30ppm | 50ppm | 75ppm 100ppm

3.09 1.61 1.60 1.12 0.97 0.81

3.39 1.98 1.82 1.42 1.08 0.95

10.16 2.58 2.14 1.42 1.10 0.99
24 10.75 10.07 9.07 6.17 5.71 3.28
30 14.81 13.40 11.40 10.26 8.55 6.28
35 15.24 13.79 11.99 10.49 8.74 7.41
49 16.17 14.49 12.49 11.04 8.33 7.51
55 16.34 14.75 12.75 10.39 7.58 7.50
79 16.28 14.73 12.73 10.14 7.55 6.79
82 15.32 14.70 11.67 10.14 7.19 6.34
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EK-4 Farkh baslangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a ait
adapte edilmemis Pichia stipitis ile gerceklestiriien agir metal
konsantrasyonlari ve % tutunma sonuglari

Cizelge 4.1. Farkh bakir(ll) baslangic konsantrasyonlarinda, adapte
edilmemis Pichia stipitis mayasi ile gergeklestirilen agir metal
konsantrasyonlari (Buyume ortami hacmi =100 ml, pH =4.5,
T = 30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

Coakir (PPM)

t (saat) | 10ppm 30ppm | 50ppm 75ppm 100ppm

10.00 30.00 50.00 75.00 100.00

4.35 14.9 42.9 63.1 97.85

1.26 16.0 40.1 50.00 74.41
24 2.82 194 38.3 50.00 66.95
30 1.90 19.1 354 50.00 77.36
35 4.26 19.3 26.8 52.5 74.8
49 6.17 20.8 31.7 52.5 77.41
55 6.67 23.8 33.2 61.3 84.99
79 6.69 241 39.0 63.7 87.40
82 6.72 24.3 39.3 63.8 87.60
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EK-4 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait adapte edilmemis Pichia stipitis ile gergeklestirilen agir

Cizelge 4.2.

metal konsantrasyonlari ve % tutunma sonuglari

Farkli

krom(lll) baslangic konsantrasyonlarinda,

adapte

edilmemis Pichia stipitis mayasi ile gerceklestirilen agir metal
konsantrasyonlari (Bliyume ortami hacmi =100 ml , pH = 4.5,

T = 30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

Crrom (PPM)

t (saat) | 10ppm 30ppm | 50ppm 75ppm 100ppm

10.00 30.00 50.00 75.00 100.00

7.33 27.43 37.09 67.72 93.20

4.42 15.09 33.73 45.81 65.48
24 4.18 13.77 29.85 40.64 63.81
30 3.55 11.55 27.66 35.90 67.99
35 3.82 13.22 25.57 39.22 77.81
49 3.59 15.76 24.22 42.05 78.29
55 5.73 18.15 29.62 56.11 80.26
79 6.16 21.08 36.48 59.30 81.00
82 6.54 23.47 37.54 59.77 84.96
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EK-4 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait adapte edilmemis Pichia stipitis ile gergeklestirilen agir
metal konsantrasyonlari ve % tutunma sonuglari

Cizelge4.3. Farkh bakir(ll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda, adapte
edilmemis Pichia stipitis mayasi ile gergeklestirilen agir metal
tutunma degerleri (Blyume ortami hacmi =100 ml , pH =4.5,

T = 30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

Tutunma (%)

t (saat) | 10ppm 30ppm | 50ppm 75ppm 100ppm

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

56.6 50.5 246 15.9 22

87.4 46.5 34.6 33.3 25.6
24 71.8 35.2 34.6 33.3 33.1
30 81.0 36.3 35.3 33.3 226
35 57.4 35.6 30.6 30.0 25.2
49 38.3 30.8 26.4 30.0 22.6
55 33.3 20.6 22 18.3 15
79 33.1 19.7 15.9 15.1 12.6
82 32.8 19.0 13.0 14.9 124
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EK-4 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait adapte edilmemis Pichia stipitis ile gergeklestirilen agir
metal konsantrasyonlari ve % tutunma sonuglari

Cizelge 4.4. Farkh krom(lll) baslangic konsantrasyonlarinda, adapte
edilmemis Pichia stipitis mayasi ile gergeklestirilien agir
metal tutunma degerleri (Bluyume ortami hacmi =100 ml ,
pH = 4.5, T = 30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

Tutunma (%)

t (saat) | 10ppm 30ppm | 50ppm 75ppm 100ppm

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

26.7 8.57 25.82 9.71 6.8

55.8 49.7 32.54 38.92 43.52
24 58.2 54.1 40.3 45.81 36.19
30 64.5 61.5 44.68 52.13 32.01
35 61.8 55.93 48.87 47.71 22.19
49 64.1 47.47 51.56 43.93 21.71
55 42.7 39.50 40.77 25.19 19.74
79 38.36 29.73 27.04 20.93 19.0
82 34.59 21.77 24.92 20.31 15.04
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EK-5 Farkh baslangi¢ konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a ait
adapte edilmis Pichia stipitis ile gergeklestirilen agir metal
konsantrasyonlari ve % tutunma sonuglari

Cizelge 5.1. Farkh baki(ll)r baslangi¢ konsantrasyonlarinda, adapte edilmis
Pichia stipitis mayasi ile gerceklegtiriien agir metal
konsantrasyonlari (Buylime ortami hacmi =100 ml, pH = 4.5,
T = 30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

Coakir (PPM)

t (saat) | 10ppm 30ppm | 50ppm 75ppm 100ppm

10.00 30.00 50.00 75.00 100.00

4.35 13.97 32.88 57.07 75.70

2.32 12.32 26.77 44.48 62.92
24 2.05 11.26 2217 38.46 57.13
30 1.81 10.13 19.38 32.75 49.02
35 2.38 9.43 19.66 28.76 47.21
49 2.15 9.31 18.20 29.75 43.25
55 2.79 8.58 17.19 30.13 42.09
79 2.33 8.37 18.02 28.99 40.72
82 1.12 7.58 17.02 28.68 38.64
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EK-5 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait adapte edilmis Pichia stipitis ile gerceklestirilien agir metal
konsantrasyonlari ve % tutunma sonuglari

Cizelge 5.2. Farkh krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda, adapte edilmis
Pichia stipitis mayasi ile gerceklegtirien agir metal
konsantrasyonlari (Buylime ortami hacmi =100 ml, pH = 4.5,
T = 30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

Crrom (PPM)

t (saat) | 10ppm 30ppm | 50ppm 75ppm 100ppm

10.00 30.00 50.00 75.00 100.00

5.93 19.43 32.14 53.65 72.15

3.99 12.08 25.89 44.08 62.19
24 3.15 10.39 20.36 36.75 57.72
30 2.27 9.45 18.11 33.41 55.27
35 1.97 8.72 17.73 29.92 53.88
49 1.93 9.03 16.54 27.37 49.09
55 1.54 8.54 15.36 24.48 48.33
79 1.55 8.20 15.01 25.65 45.75
82 1.46 7.36 14.49 22.45 42.31
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EK-5 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait adapte edilmis Pichia stipitis ile gerceklestirilien agir metal
konsantrasyonlari ve % tutunma sonuglari

Cizelge 5.3. Farkh bakir(ll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda, adapte edilmis
Pichia stipitis mayasi ile gergeklestirilen agir metal tutunma
degerleri (Biiyiime ortami hacmi =100 ml , pH = 4.5, T = 30°C,
Karistirma hizi = 350 rpm)

Tutunma (%)

t (saat) | 10ppm 30ppm | 50ppm 75ppm 100ppm
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
56.5 53.43 32.24 23.91 243
76.8 58.93 46.46 40.69 37.08

24 79.46 62.47 55.66 48.72 42.87
30 81.87 66.23 61.24 56.33 50.98
35 76.2 68.57 60.68 61.65 52.79
49 78.5 68.97 63.6 60.33 56.75
55 72.1 71.4 65.62 59.83 57.91
79 76.7 721 63.96 61.35 59.28

82 88.8 74.73 65.96 61.76 61.36
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EK-5 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait adapte edilmis Pichia stipitis ile gerceklestirilien agir metal
konsantrasyonlari ve % tutunma sonuglari

Cizelge 5.4. Farkh krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonlarinda, adapte edilmis
Pichia stipitis mayasi ile gergeklestirilen agir metal tutunma
degerleri (Bliyiime ortami hacmi =100 ml , pH = 4.5, T = 30°C,
Karistirma hizi = 350 rpm)

Tutunma (%)

t (saat) | 10ppm 30ppm | 50ppm 75ppm 100ppm
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
40.7 35.23 35.72 28.47 27.85
60.09 59.73 48.22 41.22 37.81

24 68.5 65.38 59.28 51.0 42.28
30 77.3 68.51 63.78 55.45 44.73
35 80.3 70.93 64.54 60.11 46.12
49 80.7 69.9 66.92 63.51 50.91
55 84.63 71.53 69.28 67.36 51.67
79 84.5 72.67 69.98 65.8 54.25

82 854 75.47 71.02 70.07 57.69
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EK-6 Farkli baslangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a ait,
Pichia stipitis in adaptasyonu sirasinda eksponansiyel fazdaki
ornekleme zamanlari

Cizelge 6.1. Farkh bakir(ll) baslangi¢ konsantrasyonlarina ait Pichia stipitis
mayasinin adaptasyonu sirasinda, eksponansiyel fazdaki
numune alma zamanlari (Buyime ortami hacmi =100 ml , pH =
4.5, T =30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

Bakir baslangic konsntrasyonu, | Eksponansiyel fazdaki
ppm ornekleme zamani, saat

5 20.

10 19.

30 21.

50 22.

75 18.

100 -
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EK-6 (Devam) Farkli baslangi¢ konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lIl)
a ait, Pichia stipitis in adaptasyonu sirasinda eksponansiyel
fazdaki 6rnekleme zamanlari

Cizelge 6.2. Farkh krom(lll) baslangi¢ konsantrasyonlarina ait Pichia stipitis
eksponansiyel fazdaki

numune alma zamanlari (Biyime ortami hacmi =100 ml ,

mayasinin adaptasyonu

pH = 4.5, T = 30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

sirasinda,

Krom baslangi¢ konsnatrasyonu,

Eksponansiyel

ornekleme zamani, saat

fazdaki

ppm
5 19.
10 19.
30 23.
50 21.
75 20.

100
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EK-7 Farkli baslangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a ait, 6lu
Pichia stipitis in denge sorpsiyonundaki agir metal konsantrasyonlari

Cizelge 7.1.0I10 biyokutle (Pichia stipitis) ile gerceklestirilen bakir(ll) tutunma

degerleri (Ortam hacmi =20 ml, pH = 4.5, T = 20°C

Olu hucre agirhgi = 40 mg)

Denge bakir konsantrasyonu, ppm Tutunan bakir miktari, mg/g
43 29
10.67 9.7
27.44 11.3
48.69 13.2
7211 13.9

Cizelge 7.2.010 biyokUtle (Pichia stipitis) ile gerceklestirilen bakir(Il) tutunma

degerleri (Ortam hacmi =20 ml, pH =3, T = 20°C

Olu hucre agirhgi = 40 mg)

Denge bakir Tutunan bakir miktari, mg/g
konsantrasyonu, ppm

2.81 3.60

7.93 11.04

20.05 14.98

37.86 18.57

59.57 20.22
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EK-7 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait, O6lu Pichia stipitis in denge sorpsiyonundaki agir metal
konsantrasyonlari

Cizelge 7.3.0l0 biyokutle (Pichia stipitis) ile gergeklestirilen krom(lll) tutunma
degerleri (Ortam hacmi =20 ml, pH = 4.5, T = 20°C
oIt hiacre agirhgr = 40 mg)

Denge krom konsantrasyonu, ppm Tutunan krom miktari, mg/g
5.2 2.42
13.4 8.32
29.0 10.49
494 12.81
72.6 13.73

Cizelge 7.4.0l0 biyokutle (Pichia stipitis) ile gergeklestirilen krom(lll) tutunma
degerleri (Ortam hacmi =20 ml , pH = 3, T = 20°C, Ol hiicre

agirhgr = 40 mg)
Denge krom konsantrasyonu, ppm Tutunan krom miktari, mg/g
4.9 2.56
11.1 9.45
21.2 14.39
43.2 15.91
67.8 16.12
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EK-7 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait, O6lu Pichia stipitis in denge sorpsiyonundaki agir metal
konsantrasyonlari

Cizelge 7.5. Olu biyokutle (Pichia stipitis) ile gerceklestirilen bakir(ll) tutunma
degerleri (Ortam hacmi =20 ml , pH = 4.5, T = 35°C
Ol hacre agirhgr = 40 mq)

Denge bakir konsantrasyonu, ppm Tutunan bakir miktari, mg/g
4.8 2.6
12.27 8.9
28.05 11.0
51.23 11.9
75.11 124

Cizelge 7.6.0I10 biyokitle (Pichia stipitis) ile gerceklestirilen bakir(ll) tutunma
degerleri (Ortam hacmi =20 ml , pH =3, T = 35°C
Olu hacre agirhgr = 40 mg)

Denge bakir konsantrasyonu, ppm Tutunan bakir miktari, mg/g
3.8 3.10
8.01 11.00
21.88 14.06
41.36 16.82
64.91 17.55
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EK-7 (Devam) Farkli baglangi¢c konsnatrasyonlarindaki bakir(ll) ve krom(lll) a
ait, O6lu Pichia stipitis in denge sorpsiyonundaki agir metal
konsantrasyonlari

Cizelge 7.7.0li biyokiitle (Pichia stipitis) ile gerceklestirilen krom(Ill) tutunma
degerleri (Ortam hacmi =20 ml ,pH=45,T = 35°C
Olt hacre agirhgr = 40 mg)

Denge krom konsantrasyonu, ppm Tutunan krom miktari, mg/g
8.0 1.02
16.4 6.78
32.8 8.63
53.4 10.81
76.4 11.81

Cizelge 7.8 Olu biyokitle (Pichia stipitis) ile gerceklestirilen krom(lll) tutunma
degerleri (Ortam hacmi =20 ml , pH =3, T = 35°C
OlU hucre agirhgi = 40 mg)

Denge krom konsantrasyonu, ppm Tutunan krom miktari, mg/g
6.8 1.60
13.7 8.13
291 10.43
48.9 13.05
70.6 14.70
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EK-8 Pichia stipitis in adapte edilmis formu kullanilarak gergeklestirilen
baylume ortamlarindaki spesifik blyuame hizlari

Cizelge 8.1. Bakir(ll) varliginda, adapte edilmis biyokltlenin (Pichia stipitis)
eksponansiyel fazdaki spesifik buyume hizlari (Buyume ortami
hacmi =100 ml , pH = 4.5 , T = 30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

Baslangi¢ bakir(ll) konsantrasyonu (C), Spesifik bliyiime hizi (p), h™
ppm
0 0.349
10 0,070
30 0,058
50 0,035
75 0,029
100 0,011

Cizelge 8.2. Krom(lll) varliginda, adapte edilmis biyokutlenin (Pichia stipitis)
eksponansiyel fazdaki spesifik buyime hizlari (Bliyime ortami
hacmi =100 ml ,pH=4.5,T = 30°C, Karistirma hizi = 350 rpm)

Baslangi¢ krom(lll) konsantrasyonu Spesifik bliylime hizi (u), h™
(C), ppm

0 0.349

10 0,096

30 0,093

50 0,950

75 0,085
100 0,079
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EK-9 Pichia stipitis mayasinin Sppm Cu(ll) ve Cr(lll) konsantrasyonundaki
cogalma egrileri

Biyokiitle,g/l

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

t,saat

Sekil 9.1. Adapte edilmemis Pichia stipitis mayasinin S5ppm bakir(ll)
baslangig konsantrasyonundaki cogalma egrisi (T=30°C ve
Karistirma hizi=350rpm)



EK-9 (Devam) Pichia stipitis mayasinin 5ppm Cu(ll) ve Cr(lll)
konsantrasyonundaki cogalma egrileri
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Sekil 9.2. Adapte edilmemis Pichia stipitis mayasinin 5ppm krom(lll)
baslangic konsantrasyonundaki cogalma egrisi (T=30°C ve

Karistirma

h1z1=350rpm)
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