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HIiDROKSIAPATIT BAZLI BiYOMATERYALLERIN MODiFIKASYONU
VE DENiZ ORTAMINDA AGIR METAL GiDERIMi VE BiYOFIiLM
OLUSUMUNA YONELIK DAVRANISLARI

OZET

“Agir metaller” terimi yiiksek yogunluga sahip olan herhangi bir metalik elementi
ifade eder. Baz1 agir metaller eser miktarda canli hayatinda 6nemli bir konuma sahip
iken diisiik konsantrasyonda bile toksik veya zehirli olan bircok agir metal
bulunmaktadir. Agir metal kirliligi glinlimiiziin en 6nemli ¢evre sorunlarindan biridir.
Cevre hava, su, toprak gibi en somut ve yiyecek vb. gibi daha az somut olan fakat
O6nemsiz olmayan bir¢ok unsurlari barindiran igerisinde yasadigimiz topluluklardir.
Giliniimiizde gelisen teknoloji ile birlikte bir¢ok endiistriyel islemler sonucu agir metal
derigimi yiiksek olan atiklar ve atiksular olusmaktadir. Bu atiklarin kontrolsiiz bir
sekilde ¢evreye salinmasi, agir metallerin biyolojik olarak bozunabilme 6zelliklerinin
sinirl olmasi nedeniyle ¢evrede ve canli viicudunda birikime sebep olarak hem cevre
hem de canli saglig1 agisindan ciddi problemleri beraberinde getirmektedir.

Gliniimiizde atiksulardan agir metal giderimine yonelik bircok teknoloji (kimyasal
coktirme, iyon flotasyonu, iyon degisimi, koagulasyon ve topaklanma, elektroliz,
membran ile ayirma, elektrokimyasal islemler, nano teknoloji) bulunmaktadir. Fakat
bu yontemlerin uygulanabilirligi hem ekonomik hem de zaman agisindan sinirlidir.
Son zamanlarda kolay, hizli, ekonomik ve etkili agir metal giderim potansiyeline sahip
olan adsorpsiyon yotemi biiyiik ilgi géormektedir. Atiksulardan adsorpsiyon yontemi
ile agir metal giderimi, gézenekliligi nedeniyle yiiksek ylizey alanina sahip olan nano
gbzenekli adsorbanlarin yiizeyine agir metallerin yapigmasi temeline dayanmaktadir.
Adsorpsiyon prosesi bir veya daha fazla metal i¢in digerlerinden daha segici olabilir.

Bu caligmanin amac1 ise adsorpsiyon yontemi ile atiksulardan agir metal giderimine
yonelik etkili bir adsorban gelistirmektir. Bu amag¢ dogrultusunda, biyouyumlu bir
materyal olan hidroksiapatit (Hap), farkli biyomolekiillerle (karbohidrat ve aminoasit)
modifiye edilmistir ve ¢evresel sulu g¢ozeltilerden agir metal giderim kapasitesi
incelenmigstir. Ayrica, modifiye edilmis Hap sorbentin biyofilm olusumunu farklh
bakteriler kullanarak incelenmistir.

Koyun kemiginden elde edilen Hap, nisasta ve L-sistein biyomateryalleri ile modifiye
edilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Adsorpsiyon deneyleri i¢in laboratuvar
ortaminda hazirlanan model bakir (Cu), krom (Cr) ve kursun (Pb) ¢ozeltilerindeki agir
metallerin bu sorbentler tzerindeki adsorpsiyonu Alevli Atomik Absorpsiyon
Spektrofotometresi (FAAS) ile incelenmistir. Sorpsiyona etki eden 06nemli
paramatreler igerisinde bulunan pH, madde miktar1 ve siire ¢alisilmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, her iki sorbentte de incelenen agir metaller igin
100 %’e yakin alikonma kapasitesi pH 6’da gozlemlenmistir. Madde miktarinin
adsorpsiyon kapasitesi ilizerindeki etkisi ise her sorbent ve her agir metal icin
degiskenlik gostermistir. 0.20 g L-sistein-Hap sorbenti 92 % adsorpsiyon kapasitesi
ile Cu giderimi saglamistir. Siirenin adsorpsiyon iizerinde ki etkisi incelendiginde ise,
Nisasta-Hap sorbenti her ii¢ agir metal i¢in 90 dk calkalama siiresinde maksimum
adsorpsiyon kapasitesi gosterirken, L-sistein-Hap sorbentinde bu durum 4 saat
calkalama stiresinde gozlemlenmistir.
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L-sistein-Hap ve Nisasta-Hap sorbentlerinin bakteriyel etkilesimi iki ayr1 bakteri
(Staphyloccus aureus (S.aureus) ve Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa))
kullanilarak incelenmistir. Her iki bakterinin iki ayr1 sorbent ortami igerisinde canlilik,
biyofilm olusumu, protein sentezi, antioksidan, stiperoksit dismutaz (SOD) ve lipit
peroksidaz (LPO) aktivite Ol¢timleri gergeklestirilmistir. Sonuglar dogrultusunda
sorbentler, iki farkli bakteriye kars1 bakteriyel aktivitesi ve biyofilm olusum 6zellikleri
smirlandirilmis 6zellikler gostermistir.

Calisma kapsaminda g¢evre dostu, disiik maliyetli, Cr, Pb ve Cu agir metallerine
seciciligi yiiksek ve etkili olmakla birlikte bakteriyel etkilesimi sinirlandirilmisg
Ozelliklere sahip olan 6zgilin adsorbanlar gelistirilmistir.
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MODIFICATION OF HYDROXYAPATITE FROM CATTLE BONES WITH
STARCH AND L- CYSTEINE TO REMOVE OF HEAVY METAL FROM
ENVIRONMENTAL SAMPLES AND LIMIT THE BIOFILM FORMATION

SUMMARY

"Heavy metals™ refer to a subgroup of chemical elements characterized by their high
density, toxicity, and tendency to accumulate in biological systems. Some common
heavy metals include mercury, lead, arsenic, and cadmium. They can be released into
the environment from various sources such as industrial activities, agricultural
pesticides, and waste. These metals can have serious health effects on humans,
including poisoning, cancer, neurological disorders, and environmental pollution.
Therefore, prevention and control of heavy metal pollution are essential.

Heavy metals which are mentioned as metallic elements characterized by high
densities, atomic weights, or atomic numbers. While certain heavy metals, such as
iron, copper, and zinc, play crucial roles in biological processes at trace levels, many
others are highly toxic or poisonous, even at low concentrations. Heavy metal pollution
has emerged as a significant environmental issue, impacting both natural ecosystems
and human health. The environment, which encompasses air, water, and food, as well
as the less tangible but equally important communities we live in, is under threat from
heavy metal contamination. Rapid industrialization and technological advancements
have led to the generation of waste and wastewater containing high concentrations of
heavy metals. The uncontrolled release of these wastes results in the accumulation of
heavy metals in the environment and living organisms, posing severe ecological and
health risks due to their limited biodegradability.

Various technologies have been developed to address heavy metal pollution, including
chemical precipitation, ion flotation, ion exchange, coagulation and flocculation,
electrolysis, membrane separation, electrochemical processes, and nanotechnology.
Despite their effectiveness, these methods often face limitations regarding economic
viability and practical implementation. In recent years, adsorption has gained attention
as a promising method for heavy metal removal from wastewater. This technique is
favored for its simplicity, cost-effectiveness, and efficiency. Adsorption relies on the
adhesion of heavy metal ions onto the surface of nanoporous adsorbents, which offer
high surface areas due to their porosity. The process can be tailored to selectively target
specific metals, enhancing its applicability in various environmental contexts.

The primary aim of this study is to develop and characterize an effective adsorbent for
the removal of heavy metals from wastewater using the adsorption method.
Hydroxyapatite (Hap), can be used as an adsorbent. Hap is a biocompatible material,
was chosen as the base adsorbent and modified with different biomolecules, including
carbohydrates and amino acids, to enhance its heavy metal removal capacity.
Additionally, the study investigates the biofilm formation properties of the modified
Hap sorbents using different bacteria.
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Hap is a naturally occurring mineral form of calcium apatite with the chemical formula
Cas(PO4)3(OH). It is the main mineral component of tooth enamel and bone. Hap
crystals provide strength and rigidity to bones and teeth, making them crucial for
structural support and protection. In addition to its natural occurrence, Hap is widely
used in various applications. Hap was sourced from sheep bone and modified with
starch and L-cysteine biomaterials to prepare the adsorbents. Starch is a carbohydrate
polymer composed of glucose units linked together in a linear chain with occasional
branching. It is the most abundant carbohydrate reserve in plants and serves as an
essential source of energy for humans and animals.

The main types of starch are amylose and amylopectin, with amylopectin being highly
branched and amylose having a more linear structure. The ratio of amylose to
amylopectin varies among different starch sources and affects their properties, such as
gelatinization temperature and texture. In addition to its culinary uses, starch has
industrial applications in papermaking, heavy metal removal from aqueous systems
and biodegradable plastics production. Moreover, starch is increasingly being explored
as a renewable and sustainable source of biofuel and biochemicals, contributing to
efforts to reduce reliance on fossil fuels and mitigate environmental impact.

L-cysteine is a non-essential amino acid, meaning it can be synthesized by the human
body and is not solely reliant on dietary intake. It plays crucial roles in protein
synthesis, detoxification, and the formation of important biological molecules such as
glutathione, which acts as an antioxidant. One of the notable features of L-cysteine is
its sulfhydryl group (-SH), which allows it to participate in various biochemical
reactions, including the formation of disulfide bonds in proteins. These disulfide bonds
contribute to the stability and structure of many proteins, including enzymes and
antibodies. L-cysteine is found in various protein-rich foods such as meat, poultry,
eggs, dairy products, and legumes. Additionally, it can be obtained through dietary
supplements or synthesized industrially for use in food additives, cosmetics, and
pharmaceuticals.

In the food industry, L-cysteine is commonly used as a dough conditioner and flavor
enhancer, particularly in the production of baked goods such as bread and pastries. Its
ability to break down gluten bonds helps improve dough elasticity and texture.
Additionally, it can be used as a adsorbent for heavy metal removal from aqueous
solutions. Beyond its culinary applications, L-cysteine is utilized in pharmaceutical
formulations for its antioxidant properties and in cosmetic products for its skin-
conditioning effects. However, its industrial production process, which often involves
the use of human or animal hair, has raised ethical concerns, leading to the
development of alternative production methods using microbial fermentation or plant-
based sources. Overall, L-cysteine is a versatile amino acid with diverse applications
in various industries, highlighting its importance in both biological and commercial
contexts.

The adsorption experiments were conducted using model solutions of copper (Cu),
chromium (Cr), and lead (Pb) prepared in the laboratory. The adsorption capacities of
the modified Hap sorbents were assessed using Flame Atomic Absorption
Spectrophotometry (FAAS). Key parameters affecting sorption, such as the amount of
sorbent, pH, and contact time, were systematically studied to optimize the adsorption
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process. The experiments revealed that both modified sorbents exhibited nearly 100%
retention capacity for the heavy metals at pH 6. The adsorption capacity varied
depending on the type of sorbent and the specific heavy metal. For instance, the L-
cysteine-Hap sorbent achieved a 92% removal rate for Cu with an optimal sorbent
amount of 0.20 g. In terms of contact time, the Starch-Hap sorbent reached maximum
adsorption capacity for all three heavy metals within 90 minutes of shaking, whereas
the L-cysteine-Hap sorbent required 4 hours to achieve similar results.

The study also examined the interaction of the L-cysteine-Hap and Starch-Hap
sorbents with two different bacteria: Staphylococcus aureus (S. aureus) and
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). Various biological assays, including
viability, biofilm formation, protein synthesis, antioxidant activity, superoxide
dismutase (SOD) activity, and lipid peroxidase (LPO) activity, were performed to
evaluate the bacterial response to the sorbents. The results indicated that the sorbents
exhibited distinct activities against the two bacteria, with limited biofilm formation
observed in both cases.

The modification of Hap with starch and L-cysteine significantly enhanced its heavy
metal adsorption capabilities. The optimal conditions for heavy metal removal varied
between the two modified sorbents, reflecting the influence of the specific
biomolecules on the adsorption process. The high retention capacities observed at pH
6 suggest that the modified Hap sorbents can effectively remove heavy metals from
aqueous solutions under mildly acidic conditions, which are common in industrial
effluents.

The bacterial interaction studies provided valuable insights into the potential
biocompatibility and antibacterial properties of the modified sorbents. The differential
responses of S. aureus and P. aeruginosa to the sorbents highlight the importance of
considering microbial interactions in the development of adsorbents for environmental
applications. The limited biofilm formation observed suggests that the modified Hap
sorbents may have potential applications in scenarios where bacterial contamination is
a concern.

This study successfully developed a novel adsorbent based on hydroxyapatite
modified with starch and L-cysteine, demonstrating high effectiveness in removing
Cu, Cr, and Pb from wastewater. The modified sorbents are environmentally friendly,
low-cost, and exhibit high selectivity and efficiency for heavy metal removal.
Additionally, the sorbents showed limited bacterial interaction, making them suitable
for applications where microbial contamination is a potential issue. Future research
should focus on scaling up the production of these adsorbents and exploring their long-
term stability and performance in real-world wastewater treatment scenarios. The
integration of these adsorbents into existing treatment systems could provide a robust
solution to the persistent problem of heavy metal pollution, contributing to the
protection of both environmental and public health.
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1. GIRIS VE AMAC

Yeryiiziiniin {icte ikisini kaplayarak yasamin ana unsuru olan su, ikame edilemez ¢ok
bliyiik bir degere sahiptir [1]. Tarim ve evsel kullanimdan sanayi endiistrisine kadar
bircok kullanim alanina sahip olan su, hayatin gelismesi ve siirdiiriilebilirliligi
acisindan olduke¢a 6nemlidir. Fakat, son yillarda niifus artisinin hizla ilerlemesi sonucu
artan endiistriyel imalat su kirlilgini beraberinde getirmistir. Su kirliligi, hem gelismis
hem de kirsal iilkeler i¢in kiiresel bir endise ortaya ¢ikarmaktadir. Gelismis iilkeler su
kirliligi izerinde ciddi bir etkiye sahipken, orta ve diisiik gelirli iilkeler fakirlik, kanuni
mevzuatin zayif olmasi ve kirlilik tlirlerine bilingsizlik nedeniyle daha biiyiik etkiye
sahiptir [2]. Kirlilik, suyun kullanimi1 engellenecek kadar dogal kosullar altinda
meydana gelebilecek konsantrasyonlardan daha yiiksek konsantrasyonlarda
kimyasallar veya diger zararli maddelerden kaynaklanmaktadir. Baslica su kirleticiler

icerisinde agir metaller yer almaktadir [3].

Cu, cinko (Zn) ve demir (Fe) gibi metaller diisiik konsantrasyonlarda ¢evre ve halk
saglig1 agisindan mikro besin maddeleri olarak gereklidir fakat Pb, kadmiyum (Cd),
civa (Hg), arsenik (As), Aliminyum (Al) ve Nikel (Ni) diisiik konsantrasyonlarda bile
tehlikelidir. Bu metallerin ylksek konsantrasyonlarda su kaynaklarma ve dolayli
olarak besin zincirine nifuz etmesi sonucu insanlarda, kalp, karaciger ve bobrek
hastaliklar1 gibi ciddi saglik sorunlarina yol agmaktadir. Ayrica balik gibi ¢esitli
hayvanlarin popiilasyonunda azalmaya yol agabilecek kadar su yasami iizerinde

olumsuz etkiye sahiptir [4].

Agir metallerin ¢evresel ortamdan uzaklastirilmasi uzun yillardan beri ilgi odag:
olmasma ragmen halen daha giincelligini korumaktadir. Bunun temel nedeni
endiistriyellesme ile birlikte farkli agir metal kaynaklarinin olusmasi ve bunun 6niine
gecilememesidir. Bu amagla ¢ok ¢esitli agir metal giderilme yontemleri olup, bunlar
arasinda; membran filtrasyonu, mikrobiyal iyilestirme, aktif karbon adsorpsiyonu,
karbon nanoteknolojisi gibi ¢esitli yaklasimlar bulunmaktadir [5-8]. Ancak bu
tekniklerin bircogu uygulanabilir degildir ve maliyeti yuksektir.



Diger yandan, kat1 bir ylizeye baglanarak ortamdan uzaklastirilmas: sik¢a incelenen
seceneklerden biridir. Kat1 yiizey olarak ¢ok cesitli malzemeler gelistirilmekle birlikte,
bu malzemelerin etkin metal yiiklenme sorunun yaninda ¢evreye biyolojik a¢idan zarar
vermemesi de son yillarda 6nem kazanmistir. Ayrica son yillarda 6nem kazanan diger
konu da atiklarin giderek kontrol edilemez hale gelmesinden dolay1 yeniden siireclere
katilimin saglanmasidir. Bu nedenle, atik malzemeler farkli sekillerde modifiye
edilerek kirleticilerin  uzaklagtirilmasinda kullanilmas1  gerekliligi  karsimiza
cikmaktadir. Bu kat1 atik maddeleri igerisinde Hap kaynagi olan atik maddelerin
(kemik, seramik, bitki vb.) katkis1 da 6nemsenecek boyuttadir. Ayrica Hap, fosfat,
hidroksil ve kalsiyum igeren dogal bir mineral olmasi nedeniyle farkli alanlarda
kimyasal maddelerin (metaller, boyar maddeler vb.) giderilmesi, baglanmasinda
kullanilabilme 6zelligi bulunmaktadir. Malzemenin bu 6zelligi, farkli modifikasyonlar

kullanilarak arttirilabilmekte ya da amaca spesifiklestirilmektedir [9].

Hap temelde cevre dostu bir malzeme olmasina ragmen kimyasal maddelerin
uzaklagtirma/ayristirilmasi i¢in hazirlanmasi esnasinda degisime ugramasi nedeniyle
biyolojik tehlike olusturma riski de bulunmaktadir. Bu biyolojik tehlikeler arasinda
mikroorganizmalarin aktivasyonu veya biyofilm olusturma Ozellikleri sayilabilir.
Diger yandan, biyofilm spesifik ya da total olarak mikroorganizmalarin ortam
sartlarindan etkilenerek olusturduklari polimerik gruplasma olup, ortamda bulunan
zararli yapilar1 tagimalart ya da uygun sartlar geri gelene kadar kendilerini koruma
ozelligi gostermektedirler. Bu da metallerin gibi kontaminantlarin giderilmesinde
kullanilan membranin etkinligini kaybetmesine ya da ortamda bulunan diger
kontaminantlarin biyofilmler ile tasinmasina neden olmaktadir. Bu da hem metaller
gibi tehlikeli kimyasal maddelerin etkin sekilde uzaklagtirilabilmesini etkilemekte
hem de biyolojik tehlike risklerini ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bu riskleri en aza
indirecek modifikasyon yontemlerine ihtiya¢c bulunmaktadir [10].

Tez kapsaminda, kemiklerden elde edilen dogal Hap kullanilarak metal giderimi i¢in
Hap tabanli farkli yiizey modifikasyonlarmin hazirlanmasi, bu modifikasyonlarin
metal giderimi etkinliklerinin arastirilmasi ile birlikte biyolojik tehlikelerinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla, Hap malzemesi farkli fonksiyonel gruplar
iceren aminoasit ve karbohidratlar gibi biyomolekillerle yiuzeyi modifiye edilerek,
sentezlenen yeni malzemelerin fizikokimyasal 6zellikleri, metal tutunma/uzaklagtirma

ve mikroorganizmalarin canlilik ve biyofilm olusturma etkinlikleri incelenmistir.



2. TEORIK KISIM

2.1 Agir Metaller, Cevresel Ve Canlilar Uzerine Etkileri

Agir metaller, yogunlugu (>5 g/cm®) ve litosferdeki konsantrasyonu (<0.1%) olan
metallerdir. Agir metal grubunu olusturan Pb, Cd, Zn, Cr, Cu ve Ni biyosferde
depolanan biiylikk bir grubun alt kiimesidir. Agir metal kaynaklari dogal ve
antropojenik kokenli olmak tizere ikiye ayrilmaktadir [11]. Kayalarin bozunmasi ve
asimmasi, volkanik patlamalar, orman yanginlari, deniz {izerinde aerosol olusumu
dogal kaynak kokenli iken fosil yakit yanmasi, organik ve anorganik giibre, lagim

pisligi, endiistriyel islemler ise antropojenik kaynaklidir [12].

Insan hayat1 ve iiretim i¢in vazgegilmez bir konuma sahip olan agir metaller dogal
ortamda yaygin olarak bulunur. Hizli endiistriyel gelisme ile birlikte, insanoglunun
metale onemli 6l¢iide ihtiyag duymasi nedeniyle akut ¢cevre sorunlart ve 6zellikle de
agir metallerin atiksularda neden oldugu ¢evre sorunlari 6n plana ¢ikmaktadir. Cevher
madenciligi atiksu drenaji, dag tiinel drenaji, boya, ilag boyasi, pestisit gibi endiistriyel
atiksu kaynaklarinin timii agir metal igermektedir. Ayrica, yagislar nedeniyle
atmosferdeki agir metaller yagmurla birlikte yeryiiziine gelerek yeralt1 sularinda agir

metal i¢eriginin artmasina neden olmaktadir [13].

Yukarida bahsedilen sebepler dogrultusunda agir metallerle kirlenmis atiksu veya
yeralti sular1 dogrudan veya dolayli olarak canlilara ve insanogluna ulasmaktadir. Bitki
kokleri tarafindan emilen agir metaller dayaniklidir ve bitki biiylimesini engelleyerek
erken yaslilik, diisiik verim ve hatta 6liimiine sebebiyet vermektedir [14]. Ayrica, agir
metaller suda yasayan organizmalarda da birikme potansiyeline sahiptir. Besin zinciri
ile insanlara ulasan agir metallerin viicuttan atilmasi zordur ve viicut igerisinde
birikerek yiiksek konsantrasyonlara ulasarak oldukca zehirleyici uzun siire toksisite

yaratmaktadir.



Endiistriyel gelisme ile birlikte, ¢evre kirliligine bagli agir metallerin, vicutta
Olcimuine yonelik talep artmaktadir. Metaller, viicuda sindirim, soluma veya deri gibi
cesitli yollarla girebilir ve dokularda birikime yol agabilir. Cu, Zn ve Fe gibi agir
metaller biyolojik gorevlere sahipken, Hg, Cd, As ve Pb gibi agir metaller biyolojik
bir géreve sahip olmadiklari i¢in gerekli olmayan agir metaller sinifina girmektedir
[15]. Bu siniftaki agir metaller, homeostatik siirecleri degistirerek, serbest siilthidril
gruplarin1 baglayarak, antioksidan dengesini degistirerek veya tasima proteinleri,
enzimler veya reseptorlerin baglanma bdlgeleri icin rekabet ederek metabolik
reaksiyonlara miidahale ederler. Urettikleri oldukca reaktif serbest radikallerin
olusumu ile birlikte, proteinler ve niikleik asitler gibi g¢esitli makromolekiillerle
reaksiyona girerek artik islevlerini dogru bir sekilde yerine getiremez hale gelirler.
Belirtilen hastaliklara ek olarak, agir metaller, bagisiklik sistemi islevlerinde veya
cesitli fizyolojik islevlerde de sorun yaratmaktabilmekte ve kanser gibi hastalik neden
olmaktadir [16].

Semboli, latince plumbum kelimesinden tlreyerek periodik tablonun 14. Grubunda
(IVa) yer alan Pb, simyacilar tarafindan en eski metal olarak bilinmektedir. Yer
kabugunun yalnizca %0,0013"inii olustursa da kolaylikla ¢ikarilip rafine edilebildigi
icin nadir bir element olarak kabul edilmez. Korozyona karsi dayanikli, kolayca
sekillendirilebilen, yiiksek o6zgiil agirhigi (11.29 g/cm®) ile Pb gesitli alanlarda
kullanilmaktadir. Romanlar tarafindan Pb, Augustus Caesar’in Pb zehirlenmesi
kesfine kadar tabletlerde, su borularinda, madeni paralarda ve mutfak esyalarinda
kullamilmistir  [17]. GUnimizde ise araba baterilerinde, boyar maddelerde,
cephanelerde, kablo yalitiminda, kaldirma ve dalis bel agirliklarinda ve radyasyon
koruyucusu vb. kullanim alan1 bulmakla birlikte, yetersiz seramik esya sir kaplama,
yiyecek konserveleri, igme sulari, boya, kozmetik ve endiistriyel tozlar sonucu insanlar

Pb’a maruz kalmaktadir.

Pb’un bilinen herhangi bir biyolojik gorevi bulunmamaktadir. Viicutta birikerek ciddi
saglik problemleri yaratmaktadir. Toksik, teratojenik (embryo veya fetiis gelisiminin
bozulmasi) ve kanserojendir [18]. Diisliik konsantrasyonlarda diigiik yapma ve
bebeklerin diisiik dogum agirligina sahip olmasiyla iligkilidir. Norotoksisite agisindan
Pb, gorsel/motor performans, hafiza, dikkat ve kavrama becerilerini olumsuz yonde

etkilemektedir. insanlarm yiiksek konsantrasyonda Pb’a maruziyeti sonucu tiibiler



bobrek hasari, glikozuri (idrarda seker bulunmasi) ve aminoasidiiri (idrarda aminoasit

bulunmasi) olusmaktadir [19].

Cr, Louis Nicolas Vauquel tarafindan, 1797 yilinda Pb kromattan elde edilmistir.
Bilesiklerinin ¢ogunun renkli olmasi dolayisiyla Yunanca’ da renkli anlamina gelen
‘chroma’ kelimesinden tiiretilmistir. Periyodik sistemin VI B siitununda bulunan Cr,
cevrede (toprak, kayalar, bitkiler, toz ve gazlar) dncelikle elementel, {i¢ degerlikli [Cr

(IIT)] ve alt1 degerlikli [Cr (VI)] oksidasyon durumlarinda olusan bir gegis metalidir.

Hem Cr (III) hem de Cr (VI) ¢evresel acidan stabildir ve toksikolojik profilleri iyi
bilinmektedir; Cr (III) sinirl toksikolojik 6zelliklere sahiptir ve insanlarda énemli bir
eser metal olarak kabul edilirken ¢esitli Cr (VI) bilesikleri insanlar i¢in kanserojen
olarak kabul edilerek hem akut hem de kronik toksik etkilere neden oldugu
bilinmektedir. Cr (VI) bilesikleri c¢esitli endiistriyel uygulamalarda (Cr kaplama,
paslanmaz gelik ve diger 6zel geliklerin kaynaklanmasi, boyama, deri tabaklama ve

ahsap koruma) kullanilir [20].

En biiyiik mesleki ve ¢evresel saglik endisesini olusturan Cr metal endustrisi, toksik
kirlilik yaratabilir ve eger bir aritma isleminden gegirilmeden ¢evreye salinirsa toprak
ve suda ciddi kontaminasyonlara sebep olur. Alt1 degerlikli Cr formunda ki Cr metal
toksisitesi, gen mutasyonuna sebep olabilir, kanserojen ve teratojeniktir. Besin zinciri

ile Cr metal birikimi, asir1 zehirli olabilir ve insan viicudunda ciddi problemlere yol

acabilir [21].

Cu, periyodik cetvelin 4’iincii periyodunun 1B grubuna ait bir ge¢is metali olup ‘“+1°
ve ‘+2’ oksidasyon basamaklarina sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde insan viicudunda Cu
iceren enzimler, molekiler oksijen ile baglanarak indirgenme—yiikseltgenme
reaksiyonlarinda yer alirlar ve insan viicudunda eser miktarda bulunurlar. Cu eksikligi
sonucu Fe absorbsiyonunu zayiflar ve yiiksek Cu eksikligi anemi hastaligini
beraberinde getirir. Ayrica bag dokusu hasariyla osteoporoz, sa¢ ve deride renk kaybi
gozlenir. Hayvanlarda ise anormallikler, kansizlik, kemik hastaliklar1 ve sinir

sisteminde bozukluklar tespit edilmistir [22].

Bugiine kadar temel saglik temelli kilavuz degerler ABD Cevre Koruma Ajansi (1,30
mg Cu/L) ve Diinya Saglik Orgiitii (2,0 mg Cu/L) tarafindan belirlenmistir [23].



Evlerde Cu borularin yaygin kullanimi nedeniyle igme suyu potansiyel olarak énemli
bir Cu maruziyeti kaynagidir. Sertlik, alkalilik, pH, ¢dziinmiis organik madde ve
askida kat1 maddeler dahil olmak iizere su o&zellikleri, Cu’in kimyasal yapisini
degistirdiginden etkileri, farkli biyoyararlanimlara sahip farkli Cu tiirlerinden
kaynaklanabilir ve dolayisiyla toksisitenin, maruz kalan sudaki toplam Cu
konsantrasyonuna gore farklilik géstermesine neden olabilir. Bdylece Cu’in akut veya

kronik etkileri ortaya ¢ikmaktadir [24].



3. ATOMIiK ABSORPSiYON SPREKTROSKOPISi

3.1 Tarihge

Atomik absorpsiyon sprektroskopisi, belirli bir dalga boyundaki serbest gaz
atomlarinin elektromanyetik radyasyonunun sogurulmastyla ilgilenen bir teknik olup
70 kadar metal ve yarimetalin son derece kiiglik miktarlardaki elementlerin 6lgimiine

olanak tanimaktadir [25].

Robert Bunsen ve Gustav Kirchhoff, sodyum (Na) spektrumunu incelediler ve her
elementin, gaz halindeki elementleri tanimlamak i¢in kullanilabilecek spesifik bir
spektruma sahip oldugu sonucuna vardilar. Kirchoff ayrica, eger bir malzeme belirli
bir dalga boyunda eclektromanyetik radyasyon yayarsa, ayni zamanda o dalga
boyundaki radyasyonu da emebilir olgusunu agikladi [26]. Bu ilk kesiflere ragmen,
atomik absorpsiyon sprektroskopisi ¢ogunlukla astrofizik ¢aligmalarla sinirliydi ve
muhtemelen teknigin zorlugunun yiiksek olmasi ve ayrica niceliksel 6lgiimler yapmak
icin ¢ok yiiksek bir ¢oziiniirliige ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle 1950 yilina kadar

neredeyse goz ard1 edildi.

1952'de Avustralya'nin Melbourne kentindeki CSIRO Endiistriyel Kimya Bo6liimii'niin
Kimyasal Fizik Bolimii'nde calisan fizik¢i Alan Walsh, devam eden sorunun
ustesinden geldi. Bu, tayin edilecek elementin ¢ok dar spektral gizgilerinin darbeli
sinyalini yayan, alevdeki bir veya daha fazla element atomlar tarafindan absorbe
edilebilen, 6zel tipte bir atomik spektral lamba (genellikle igi bos katot lambasi)
kullanilarak yapildi. Muhtemelen spektroskopinin iki tamamlayic1 alanindaki, yani
emisyon spektrokimyasal analizi ve kizilotesi absorpsiyondaki deneyimi nedeniyle
onu ¢ift gecisli monokromatdrii icat etmeye yoneltti. 1953'te CSIRO bir patent
basvurusunda bulundu ve Mart 1954'te atomik absorpsiyon teknigini gosteren bir cihaz

Melbourne'deki bir sergide gosterildi [27].

3.2 Absorpsiyonun Temel Kurallari

Farkli atomlar ve molekiiller enerjiyi yalnizca belirli miktarlarda yayabilir veya
emebilir. Elektromanyetik radyasyon bi¢iminde yayilabilen veya emilebilen en kiigiik

enerji miktar1 kuantum olarak bilinir. Emilen veya yayilan radyasyonun enerjisi,



radyasyonun frekansiyla dogru orantilidir [28]. Iki enerji seviyesi arasindaki bu gecis
1900 yilinda Planck tarafindan asagidaki esitlikle ile ifade edilmistir:

AE=Ej-Eg=hv=hc/A (3.1)
Burada;

Ej= Elektronun uyarilmis seviyedeki enerjisi,
Eo= Elektronun temel seviyedeki enerjisi,

h= Planck sabiti (6.626x1073*J.s),

v= Absorplanan iginin frekansi,

c= Isin hizi,

A= Absorplanan 1ginin dalgaboyu anlamlari ifade edilmektedir.

Sonug olarak bir atomun absorpsiyon yapabilmesi i¢in temel ve uyarilmis enerji
seviyeleri arasindaki enerji farkina esit enerjideki bir 151n ile karsilagmasi gerekir.
Lambert Beer kanununa gore homojen bir ¢ozelti konsantrasyonu ile absorbansi
arasinda dogrusal bir iliski vardir ve bu bir ¢dzeltinin konsantrasyonunun absorbansi
Ol¢iilerek hesaplanmasini saglar. Sekil 3.1° de gosterildigi lizere bir dalgaboyundaki
isinin - belirli  kalinlikta homojen bir c¢ozeltiden gegmesi sonucu 151n  siddeti
konsantrasyonla dogru orantili olarak azalir. Bu ise 151n ge¢isinin absorbansi iki dig

varsayima bagli olmasiyla gergeklesir [29, 30];

- Absorbans ¢ozelti konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

- Absorbans 151n gecis yolu ile dogru orantilidir.



L dr

[

Sekil 3.1: Lambert-Beer kural gdsterimi [30].

Burada;

A= Absorplanan 1smnin dalgaboyu,

lo= Gelen 1s1mnin siddeti,

| = Ortamu terk eden 1sinin siddeti,

c= Absorplanan maddenin konsantrasyonu,

| = Isinin gectigi tabakanin kalinlig1 ifade edilmektedir.

Lambert kurali: Seffaf absorpsiyon hiicresinde absorplanan 1sin, 151n siddetinden
bagimsizdir. Absorplama ortamindaki her basarili katman tarafindan esit

fraksiyonlarda 151n absorbe edilmektedir.

Beer kurali: Absorplanan 1sin, 151k 151 yolunda bulunan tiirlerin sayist ile dogru

orantilidir.
Boylece;
Absorbans konsantrasyonla dogru orantilidir.

AccC (3.2)



Absorbansin 151n siddeti ile gosterimi;

A=logo(lo/1) (3.3)

Absorbans 1sin yolu ile dogru orantilidir.

Acx| (3.4)

(3.2) ve (3.4) kombinasyonu

Acccl (3.5)

Bu oranti, bir orant1 sabiti (€) eklenerek esitlige doniistiiriilebilir;

A=ecl (3.6)

Bu formul, Beer-Lambert Yasasinin yaygin bi¢imi olmakla birlikte, yogunluk

cinsinden de yazilabilir:

A=logio(lol)=€lc (3.7)

3.3 Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAS)

AAS’nin temel ¢alisma prensibi oldukca yalindir. Oyuk katot lambasi1 (OKL) katot
materyalinin spesifik 151n1n1 yaymasi sonucu yiiksek oranda rezonans radyasyon iceren
bu 1s1n elektronik veya mekanik olarak analite gonderilir. Analit atomlar1 1s1 vasitasiyla

atom haznesinde Uretilir.

Deneysel kosullar altinda daha yiiksek oranda bulunan temel enerji diizeyinde ki
atomlar, lambadan gonderilen rezonans 1s1nin1 absorplar ve gelen 151n siddetini azaltir.
Monokromator, rezonans hattini izole eder ve 15inin fotogogalticiya diigmesini saglar.

Boylece elektriksel sinyal iiretilir. Elektronik birimler, 1s1n kaynagindan ¢ikan 1sina
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secici olarak ayarlanmistir. Son olarak, elde edilen elektronik {iriiniin analit

atomlarinin absorpsiyonuna dogru orantili olacak bicimde sinyal islemi gerceklesir
[31].

Sekil 3.2°de gosterildigi tizere AAS’nin genel bilesenleri: spesifik dalgaboyunda
(analiz elementinin absorplayacagi) 1isima yapan bir 1sin kaynagi, ornek cozeltisi
icindeki analiz elementini atomik gaz buhar bulutu haline getiren bir atomlastirici,
calisilan dalga boyunu diger dalga boylarindan ayiran bir monokromator, 1s1n siddetini
ol¢en bir dedektor ve sinyal islemcisidir [32].

- Atom 4 5 i
Ism kavna# Monokromatér UV dedektor Sinyal
§In Kaynagl Lf>— haznesi Sk H> e isleyici

A -4 c 0

Sekil 3.2 : AAS’nin sematik gosterimi [29].

3.3.1 Isik kaynaklari [33-35]

OKL : OKL, AAS i¢in kullanilan en yaygin 1sin kaynagidir. Genellikle, cogu element
icin 0.01 A’dan daha diisiik dar bir hat genisligine sahiptir. Sekil 3.3, tipik bir OKL’n1
gostermektedir.

hallow (oyuk)
anot katot

)

o

- \Q }

cam siper Ne veya Ar, kuvartz veya
1.5 torr'da pyreks pencere

Sekil 3.3 : OKL yapis1 [34].

Bu lambalar, 1-5 torr basingta Ar veya Ne ile doldurulmus bir cam tiip igerisinde bir

tarafi kapal silindirik katot ve tungsten anottan ibarettir. Katot, analizi yapilacak olan
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elementten yapilmistir. Elektrotlar arasinda 300 V civarinda bir potansiyel
uygulandiginda, lamba igerisindeki inert gaz atomlar1 iyonlasir. Boylece ortamda
iyonlar ve elektronlar olusur. Bu iyonlar ve elektronlar elektrotlara go¢ ederken 5-15
mA’lik bir akim olusur. Potansiyel farki yeterli ise, yiiksek hizla katota ¢arpan
katyonlar, katot yiizeyindeki metal atomlarindan bazilarin1 koparip gaz fazina gegirir
(uyarir). Bu siirece sigratma denir. Uyarilan atomlar, temel enerji haline donerken,
katot elementine 6zgii dalgaboyundaki karakteristik 1511 yayarlar. Daha sonra, metal
iyonlar1 geri katot yiizeyine difiizlenir. Incelenen her element igin o elemente 6zgii

OKL yerlestirilmesi gerekir [34].

Elektrotsuz bosalim lambalari: As, selenyum (Se), kalay (Sn), Pb gibi metaller igin
uzun dmdarld, stabil bir OKL elde etmek zordur. Bu yiizden, bu ve diger elementler

icin elektrotsuz bosalim lambalar1 kullanilmaktadir [35].

Buhar bosalim lambalari: Na ve potasyum (K) OKL’lar1 genellikle yetersizdir.
Buhar bosalim lambalar1 bu elementlerin analizi i¢in kullanilabilir. Ancak, buhar

bosalim lambalar1 AAS’de pek tercih edilmemektedir.

Siirekli 151k kaynaklari: Atomlar ¢ok dar bir dalgaboyu aralifinda absorpsiyon
yaptiklar i¢in, siirekli 151k kaynaginin yaydig1 genis dalgaboyu araligindaki 1stmanin
atomlar tarafindan absorplanan miktar1 6lgiilemeyecek kadar kiiguktir. Bu nedenle,

stirekli 151k kaynaklarinin AAS’de kullanimi pek tercih edilmemektedir.

3.3.2 Atomlastiricilar [35-42]

Atomik absorpsiyon gerceklestirilmesi i¢in, ilgilenilen elementin temel halde serbest
atomlarinin bulunmasi gereklidir. Serbest atomlarin olusumu atomlastirma da
gerceklesir ve bu isleme atomizasyon denir. Cok cesitli ticari atomlastiricilar

bulunmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilanlar1 alevler ve firinlardir.

3.3.2.1 Alevli atomlastiricilar

Glinlimiize kadar AAS i¢in en kullanish atomlastirma kaynagi alevdir. Nebiilizator
tarafindan piiskiirtiilen sivi sis, alev igerisine girerek 6n karisim odasinda son
damlacigina ayrilana kadar islem devam eder. Uretilen bilesenler alevin daha sicak

bolgesine dogru ilerler. Bu bilesenler, kiiclik kat1 parcaciklar olarak toplanirlar ve
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kayda deger bir basinca ulasana kadar buharlastirirlirlar. Molekiiller alevin daha sicak
bolgelerine gectikge, atomlara pargalanirlar. Sekil 3.4°de alevle atomlagma sematik
gosterimi agiklanirsa; Ilk olarak numune ¢ozeltisi yanici gaz ile karisan yiikseltgen gaz
akistyla atomlasmanin oldugu bir alev icine tasinir ve piiskiirtiiliir. Once ¢oziicii
uzaklasir ve ¢ok ince dagilmis bir molekiiler aerosol olusur. Bu olaya ‘¢6ziiciiniin
uzaklagmas1’ denir. Sonra bu molekiillerin ¢ogunun ayrismasi sonucu bir atomik gaz
olusur. Olusan atomlarin ¢ogu, katyonlar ve elektronlar vermek iizere iyonlasir. Alevin
1s1s1yla molekiil, atom veya iyonlarin bir kismi uyarilir. Bu nedenle, atomik, molekiiler
ve iyonik emisyonlar olusur. Yanici ve ylikseltgen gaz ¢esitlerine gore gesitli alev
tipleri bulunmaktadir. Cizelge 3.1° de gosterildigi iizere, ulasilmak istenilen
atomlastirma sicakligina gore yanici ve ylikseltgen gaz secilmektedir. Yiikseltgen
olarak hava kullanildiginda, ¢esitli yanic1 gazlarla 1700-2400 °C sicakliklar elde
edilmektedir.

Yanma hiz1 Alevli AAS’ de cok énemlidir. Ciinkii, alevler sadece belirli bir gaz akis
hizinda kararhidir. Gaz akis hiz1 yanma hizin1 asmazsa, alev bek icinde kendi kendine
geriye gider. Akis hizi arttikga, akis ve yanma hizlarinin esit oldugu noktaya
ulagincaya kadar alev yiikselir ve sonunda bekin sondiigii noktaya ulasilir. Bu

faktorler, yanici/ylikseltgen karigiminin akis hizini kontrol etmenin 6nemini gosterir.
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Analit ¢ozeltisi

(¢]

l Sislesm:

Sprey

l Coziiciiniin uzaklasmasi

Aerosol

\4

Ucucu hale getirme

Gaz halindeki atomlar

——>

\4

Ayrigma (tersinir)

Gaz halindeki molekdller

—>

\4

Iyonlasma (tersinir)

Uyarilmis atomlar

Uyarilmis molekiiller

Gaz halindeki iyonlar

Uyarilmis iyonlar

v 5 Atomik

WV Molekiiler

_hv 5 Atomik

Sekil 3.4 : Alevde atomlastirma sirasinda olusan siiregler [42].

Cizelge 3.1: Alevli AAS’de alev tiirleri [35].

Yanici Gaz Yakici Gaz  Maksimum

Sicaklik,°C
Dogal Gaz Hava 1800
Propan Hava 1900
Hidrojen Hava 2000
Asetilen Hava 2300
Hidrojen Oksijen 2700
Hidrojen Azotprotoksit 2650
Propan Azotprotoksit 2650
Asetilen Azotprotoksit 2800
Asetilen Oksijen 3100
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3.3.2.2 Elektrotermal atomlastiricilar [43]

Modern elektrotermal atomik absorpsiyon spektrometresi (ETAAS), bir¢ok safsizlik
elementleri igeren oldukga farkli materyal ve bilesenlerin olduke¢a diisiik gozlenebilme
simirinda (20pl) ¢ok yiiksek giivenilirlik ile tayin edilmesini saglar. Ayni zamanda
yontemin avantajlar1 arasinda yiiksek hassasiyet ile belirlenmesi, kiiclik numune
porsiyonlar1 (ng/mL), bircok element ayirma yontemiyle iyl uyumluluk ve o6n
konsantrasyon, kati numuneler i¢in dogrudan analiz imkan1 ve orta diizeyde teknik

destek maliyeti bulunmaktadir.

Belirtilen avantajlara ragmen grafit firm, alev tekniginin yerini her zaman alamaz.
Daha pahali, daha yavas, 1sitma icin ayri bir gii¢ kaynagi gerektirmesi grafit firmi bu
durumlarda dezavantajli kilmaktadir. Ayrica, eger ornek yiiksek konsantrasyonda
element igeriyorsa ve ¢ozelti halinde ise bilinen alev teknikleriyle tayin yapmak daha

dogrudur.

3.3.3 Monokromatorler [44,45]

Monokromatoérler, ilgilenilen dalga boylarini i¢i bos katot lambasindan yayilan genis
dalga boyu spektrumundan izole etme islevini yerine getirir. Iki yarik (bir giris ve
¢ikig), bir dalga boyuna ayirma bileseni (hemen hemen daima sebeke) ve yardimci
optik bilesenlerden olusur. Giris ve ¢ikis yariklari, 1sin kaynagindan ¢ikarak
monokromatore giren ve dedektor tizerine diisen 1sin oranini kontrol eder. Isik
yogunlugu hat genislemesini engellerken, miimkiin oldugunca parlak olacak sekilde

optimize edilmistir.

Monokromatorler, diger spektrometrik yontemlere kiyasla AAS’ de ¢ok dnemli bir
konuma sahip degildir. Ciinkii, kullanilan OKL elemente 6zgii tek dalga boylu 151k
saglamaktadir. Ancak buna ragmen yine de monokromator bulunmaktadir. Boylece,
atomlastiric1 ortaminda meydana gelen farkli dalga boylarindaki 1isimalarin girisimini

onlenir.
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3.3.4 Dedektorler

Dedektor, ¢evresindeki basing sicaklik, elektriksel yiik, elektromanyetik 1s1n, niikleer
1510, tanecikler veya molekiiller gibi parametrelerden birinin degismelerini algilayan,
kaydeden ve gosteren mekanik, elektriksel veya kimyasal diizenektir. AAS’ de

kullanilan en yaygin dedektor Sekil 3.5°de gosterildigi tizere fotogogaltici tiiptiir [46].

Odaklanma elektrodu Fotogogaltic: tiip(PMT)

T
Scintillator Birineil Tkineil
elekiron  elektronlar

nnnnnnn

Sekil 3.5 : Fotogogaltici tiip sematik gosterimi [46].
3.3.5 AAS uygulama alanlar [47]

AAS, gevre kimyasi, yiyecek teknolojisi, eczacilikta, petrokimyada, jeokimyasal,
biyolojik izleme, tarimda, nanomateryaller ve patoloji gibi bircok alanda

kullanilmaktadir.
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4. CALISMA KAPSAMINDA BILGI

4.1 Hap

Hap, kimyasal formuli Caio(PO4)s(OH)2 olan ve altigen kristal yapili bir kalsiyum
fosfat mineralidir [48]. Biyomedikal enjeksiyon yiizeyinde biiyiimeye olumlu katkis1
nedeniyle kemiklerin ana bilesenidir [49]. Diger kalsiyum fosfatlarla
kargilastirildiginda Hap’in en 0One ¢ikan Ozelliklerinden biri stabilitesidir.
Biyouyumluluk, biyoaktivite, osteokonduktiflik 6zellikleri nedeniyle sicaklik, pH ve
viicut s1vi kompozisyonu gibi kosullara dayaniklidir [50]. Son yillarda biyokiitleye
olan ilginin artmasiyla birlikte, atik kemiklerden elde edilen Hap’in kullanimi da
artmistir. Hap’in suda ¢oziinmeyen ve oldukcga reaktif yapisi sayesinde bu tiir agir

metal iyonlarini sulu ¢6zeltilerden uzaklastirabildigi rapor edilmistir [51].

Ghedjemis ve ark. (2022), dogal Hap’i biyoadsorban olarak kullanarak atiksulardan
agir metal giderimi ¢alismistir [52]. Watanabe ve ark. (2021), Uranyum (VI)
biyosorpsiyonu i¢in Hap’i kullanmistir [53]. Nayak ve ark. (2021), sentetik Hap,
midye ve yumurta kabuklarindan, tavuk kemiklerinden elde edilen Hap’i kullanarak
atiksulardan Pb, Cd, Zn ve Sr agir metallerinin gideriminin yiliksek adsorpsiyon
kapasiteleriyle gergeklestigini bulmuslardir [54]. EI-Nagar ve ark. (2020), atiksulardan

agir metal ve mantarlarin Hap ile giderilmesi lizerinde arastirma yapmislardir [55].

Diger yandan, Hap’in ¢oziinebilirligi ve parlakligi dogrudan ya da genel kullaniminm
sinirlamaktadir. Bu negatif etki, farkli modifikasyon ve sentez yontemleriyle ortadan
kaldirilmaya ¢alisiimaktadir. Ornegin, Gilbert ve ark. (2021), Hap’i kalsit tozu ile
modifiye ederek atiksulardan agir metal giderimini incelemislerdir [56]. Li ve ark.
(2022), manyetik Hap’in atiksulardan Pb giderim kapasitesini arastirmigtirlar [57].
Bazargan ve ark. (2014), sulu ¢ozeltilerden Cu giderimi igin kitosan-Hap kompozitini
kullanmiglardir [58]. Yapilan arastirmalar sonucu modifiye edilmis Hap’in daha

yuksek bir adsorpsiyon kapasitesi ile agir metal giderdigi kanitlanmistir.

Bu sayede farkli katyonik veya anyonik kirleticilerin giderilmesi i¢in yiiksek sorpsiyon
kapasitesine sahip olan malzemeler elde edilmekte ve membran sistemlerinde

kullanilmasina imkan saglamaktadir. Ancak bu gibi farkli modifikasyon yontemleri
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yiiksek sorpsiyon kapasitesi saglamasi gibi avantajinin yaninda baska bir sorun ortaya
cikmaktadir. O da azotlu bilesikler gibi yasayan sistemlerin canliligini tetikleyen
bilesiklerin kullanilmasindan kaynakli biyolojik risklerdir (Foroutan et al. 2021,
Hubadillah ve ark 2020; Ahmed ve ark 2020; Elsayed ve ark 2020; Vinayagam et al.
2022; Granito ve ark 2018; Ofudje ve ark 2018; Han ve ark 2022a; Han ve ark 2022b;
Costa-Pinto ve ark 2021) [59-63]. Ayrica, bugiine kadar yapilan g¢alismalarda
sentezlenen yapimin biyolojik riskleri ortaya konmamis, sadece modifiye edilme

Ozellikleri ya da kirletici giderim mekanizmalar1 incelenmistir.

4.2 Hap Modifikasyonu

4.2.1 Nisasta

Nisasta (CeH100s)n, glikoz monomerleri arasinda bir araya gelmek tizere 1,4 baga
sahip, dogal olarak olusan bir polisakkarittir [64]. Goreceli bollugu ve bozulmamis
formda kolayca izole edilebilmesi nedeniyle en 6nemli biyo-yenilenebilir malzemedir.
Bu nedenle, glikoz suruplari, yiiksek fruktoz suruplari, farkli molekiil agirliklarina
sahip maltodekstrinler, siklomaltodekstrinler, D glusitol (D sorbitol) gelistirilmesi ve
etanol, asetik asit, D laktik asit hazirlanmasi ve fermantasyon yoluyla organik
bilesikler eldesi gibi birgok kullanim alanina sahiptir [65]. Nisastanin yiiksek katilimli
ve degistirilebilir hidroksil gruplarimin farkli fonksiyonel gruplarla degistirilmesi
kullanim alanin1  genisletmektedir. Atiksulardan agir metalleri ve boyalari
uzaklastirma 6zelligine sahiptir. Ayrica modifiye nisastanin agir metallere dogal forma

gore daha yiiksek adsorpsiyon potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir [66].

4.2.2 L- sistein

L-sistein (C3H7NO-S), proteinlerin 6ncusii olan amino asitlerin ana birimlerinden
biridir [67]. Insan viicudunda birgok biyolojik fonksiyonu devreye sokan -SH gruplari
nedeniyle oldukga reaktiftir. Ayrica karboksil (-COOH) ve amin (-NH2) gruplari
metallere etkin baglanma kapasitesi saglar [68]. Bu nedenle dogal veya degistirilmis

formlar1 agir metal adsorban olarak kullanilmaktadir.

Disbudak ve ark. (2002), metal afinite kromatografisi ile sisteinin agir metal

adsorpsiyon 6zelliklerini incelemistir [69]. Zhou ve ark. (2017), MnFe,O4 nanokristal
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kiimelerini L-sistein ile modifiye ederek agir metal adsorpsiyon kapasitelerini
arastirmistir [70]. Fan ve ark. (2015), FesO4 nanopargaciklarinin yiizeyini L-sistein ile

kaplatayarak atiksulardan agir metal giderim kapasitesini 6l¢miislerdir [71].

4.3 Bakteriyel Etkilesim
4.3.1 S.aureus

S.aureus, dogal veya antropojenik kaynaklar yoluyla ¢evresel sistemlerde bulunarak
ekosistemde ve insan sagliginda kritik roller oynamaktadir. Ornegin; S.aureus cilt
enfeksiyonlarina, apselere ve ayrica yasami tehdit eden hastaliklara neden olur [72].
Yiiksek sicakliklara, kurumaya, asir1 pH'a, yiiksek tuzluluga, antibiyotiklere ve
dezenfeksiyon tedavilerine dayanabilme 6zelligiyle sporojenik olmayan en direngli
bakterilerden biri olarak kabul edilir. Ayrica, bu firsat¢i1 patojenin yiiksek tuzluluk
seviyelerinde yiiksek hayatta kalma kapasitesi nedeniyle deniz suyu kosullarina daha
yilksek  diizeyde wuyum saglamasiyla deniz suyu kalitesini etkiledigi

g6zlemlenmektedir [73].

Ek olarak, S.aureus direnci, dogal ¢evredeki degisiklikler ve antropojenik faaliyetler
nedeniyle artmaktadir. Ornegin, atik su aritimi, ilag {iretimi ve tarimsal atiklar,
antibiyotik kullanimi nedeniyle insanlarin veya hayvanlarin sindirim sistemlerinde
secilen biiyilk miktarlarda antibiyotik kalintis1 ve direngli S.aureus bakterilerinin
salinmasina neden olur. Klinik agidan 6nemli olan bu bakteri, daha direngli oldugunda
daha yiiksek hastalik ve Oliim oranina neden olarak topluma biiyiik maliyetler
getirebilir [74]. Bu nedenle, S.aureus ile ¢evrede ortaya ¢ikan kirleticilerden biri

arasindaki etkilesimin anlasilmasi1 6nemlidir.

4.3.2 P.aeruginosa [75]

P.aeruginosa, toprak, ¢okeltiler ve su dahil olmak iizere ¢evresel sistemler ve cesitli
bitki ve hayvanlarla birlikte bulunan gram negatif firsat¢1 patojenler arasinda en sik
gorulenlerden biridir. Calismalar P.aeruginosa 'min dikkate deger derecede
uyarlanabilir ve metabolik olarak ¢ok yonlii oldugunu gostermektedir [76]. Ustelik bu

bakteri antibiyotiklere karsi direngli olup cesitli insan enfeksiyonlarindan da
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sorumludur. Ayrica, biyofilm olusturma yetenegi de icermektedir [77]. P.aeruginosa,
toprak parcaciklari, bitki kokleri, yapraklari, insan dokulari (cilt, gozler, akcigerler ve
fomitler) da dahil olmak iizere hemen hemen tiim yiizeylerde biyofilmler olusturur
[78].

Deniz ortaminda biyofilm olusumunu baglatarak, su iriinleri yetistiriciligi ve
denizcilik endiistrisinde yiizyillardir kiiresel bir sorun olan biyolojik kirlenmeye ve
biyolojik korozyona neden olmaktadir. Siirtlinmeyi ve enerji tiikketimini artirarak metal
korozyonunu tesvik etmektedir [79]. siyofilm Uretim yetenegi nedeniyle, P.aeruginosa

endiistriyel biyolojik kirlenme/biyofilm ¢alismalari i¢in model bir bakteridir [80,81].

4.3.3 Bakteriyel canlilik (aktivite), biyofilm olusumu ve oksidatif stres

Bakteriyel canlilik (aktivite), ‘yasayabilir’ ve 'yasayabilirlik' canli, cansiz veya soyut
varliklarin genel olarak kabul edilen (ancak nadiren belirtilen) bir siire boyunca hayatta
kalacagini ve ¢ogaltma kapasitesinin korunmasini yansitir. Mikrobiyolojide, tek tek
hiicrelerin yasam siiresi nadiren dikkate alinir ve s6z konusu zaman cgercevesi
genellikle birkag nesli kapsar [82]. Bakteriyel canlilik 6liimii, bakterilerin tiim hayati
fonksiyonlariin durmasi ve dolayisiyla biiyiiyemeyen bir hiicre ortaya ¢ikmasidir.
Ancak 6lu hticreler ikincil metabolitler tiretebilir ve diger hiicrelerin biiylimesini tesvik
eder [83].

Biyofilmler 'bakterilerin sabit topluluklaridir' ve hiicre disi polimerik maddelerle
cevrili ylizeye bagli mikrobiyal hiicrelerin bir kolonizasyonudurlar. Bu filmler,
cevresel bolmeler ve insan akcigerlerinden su borularma kadar hem dogal hem de
muhendislik sistemlerinde her yerde bulunur. Biyofilmler, patojenlerin veya toksik
veya toksik olmayan maddelerin transferi, antimikrobiyal tolerans ve sanitasyon da
dahil olmak uzere bir dizi kiiresel, toplumsal, ¢evresel ve insan sagligi sorunlariin
hem nedeni hem de tedavisi olabilir [84].

Biyofilm olusumu birka¢ asamadan olusan gelisimsel bir siire¢ olarak ortaya
cikmaktadir [85]: (i) yuzeydeki organik molekdllerin adsorpsiyonu, yizeyin fiziksel
kimyasal 6zelliklerini degistiren ve bakteriyel yapismayi etkileyen bir yumusatici film
olusturur, (ii) bakteriyel hiicrelerin bir konak¢iya yapigsma siirecini baslattigi veya
hiicre yiizeyi yapigkanlari araciligiyla bir biyomateryalin yiizeyine baglandig: ilk
yapigma; (ii) bakterilerin hiicre dis1 polimerik maddeleri (EPS) bolmeye ve iiretmeye

basladigi, baglanmay giliclendirdigi ve bakteri hiicrelerini ¢cevreleyen matrisi Urettigi
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ilk biyofilm olusumu; (iii) hiicreler tarafindan iiretilen EPS'nin koruma saglayan ve
heterojen kimyasal ve fiziksel mikro ortamlarin gelismesine izin veren karmasik bir
tic boyutlu yap1 olusturdugu biyofilm olgunlagmasi; ve son olarak (iv) dagilma,
hiicrelerin biyofilmden ayrilip planktonik duruma yeniden girmeleri ve boylece ayni

yuzeylerin veya yeni mevcut ylizeylerin diger bolgelerini kolonize edebilmeleridir.

Biyofilm olusumu, ciddi saglik tehlikesi tagiyan su kaynakli firsat¢i patojenik veya
patojenik bakterilerin potansiyel salinimi nedeniyle icme suyu sebekelerinde 6nemli
bir zorluk olusturmaktadir. Ayrica bu birikintiler, su kalitesinde degisikliklere neden
olabilir, ylizeydeki korozyon oranini artirabilir ve yilizeydeki sivi siirtiinme direncini
artirabilir [86]. Tatli su ortamlarinda bulunan biyofilmler, ¢esitli bakteri barindirmakla
birlikte baliklar i¢in patojendir ve baliklarda columnarise, anormal yiizme davranisina,
kilo kaybina, sismeye ve karaciger graniilomlarna yol agabilir [87]. Ek olarak,
karmagik genetik yapilari, gevreyle iliskileri ve antibiyotik direnci nedeniyle S.aureus
biyofilmlerinin insan hastaliklariyla iliskisinin anlagilmasina artan ilgi odaklanmistir
[88].

Bakterilerin gesitli kontaminant ya da pargaciklarla etkilesimi (i) Nanoplastik (NP)’ler
ve hiicre zarfinin bilesenleri (6rn. ROS, ¢ozliinmiis iyonlar) arasindaki kimyasal
etkilesimler, (ii) NP'ler ile hiicre zarfi yapisi arasindaki fiziksel etkilesimler (orn.
NP'lerin igsellestirilmesi, elektrostatik etki, asinma) ve/veya (iii) fiziksel ve kimyasal
etkilesimlerin bir kombinasyonu gergeklesebilmektedir. Bu etkilesim sonucu reaktif
oksijen tiirlerin (ROS) olusmasiyla bakteri aktivitesinde azalis gergeklesmektedir [89].
ROS’larin olugsmasiyla sistemi koruyan antioksidan tiirler azalmakta ya da antioksidan
tiirlerin dengesi bozulmaktadir. Antioksidan sistem oksidatif stres strecine direnmede
onemli bir rol oynar ve katalaz, glutatyon rediiktaz ve SOD dahil olmak Qzere
enzimatik ve enzimatik olmayan yollar icerir. [90].

Oksidatif stres, herhangi bir nedenle serbest radikal Gretiminin, detoksifikasyon
oranindan fazla oldugu durumlarda gelismektedir. Bu kosullar altinda olusan serbest
radikaller her tiirlii hiicresel bileseni degistirebilir [91]. Cokeltilerdeki gesitli kimyasal
veya kirleticiler, kirletici maddelerden sedimanter ortama sizan sular oksidatif stres
kaynagi olarak gorev yapabilir. Tek ve ¢cok fonksiyonlu karboksilik asitler ve hidroksi
tiirevleri gibi baz1 ROS olusumu ana aktif oksitleyici tlrlerdir. Azot ve kikdrt tlrleri

dahil olmak iizere diger reaktif tiirlerin de ROS bileseni oldugu ve ROS ile gugli
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iligkilere sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ROS oksidatif etkilerde anahtar
oyunculardan biri olarak kabul edilmektedir [92].

Antioksidanlar, diger molekiillerin oksidasyonunu Onleyebilen veya yavaslatabilen
maddelerdir. Antioksidan, (i) Serbest radikalleri yakalayarak zincir reaksiyonunu
sonlandirarak, (ii) metal iyonunu selatlayarak ve reaktif oksijen tiirleriyle reaksiyonu
Onleyerek veya (iii) metali selatlayarak ve onu redoks durumunda tutarak molekiiler
oksijeni azaltmadaki yetersizligine yol agarak metal toksisitesine karsi koruma
saglayabilir [93].

Antioksidan aktivite, evrim sirasinda ¢ogu bakteri enzimatik savunmaya (6rn. SOD)
sahip olup onlar1 oksidatif strese karsi koruyacak onarim sistemleridir [94]. Ancak
cevresel stres altinda, ROS seviyeleri 6nemli 6lglide artabilir ve bu oksidatif siregte
hiicre yapilarinda 6nemli hasarlar meydana gelebilir. Bu siiregte, ROS geliserek hiicre
zar1 igindeki lipitler de oksidatif olarak bozularak hiicre hasarina ve sonunda hiicre
o6lumune yol acabilir [95]. ROS'un ana hedefi protein ve lipitler gibi
makromolekullerdir. Ayrica, oksidatif hasar proteinleri dengesizlestiren ve etkisiz hale
getiren kovalent modifikasyonlara neden olabilir [96].

LPO aktivitesi, bir mikroorganizmanin belirli bir kirletici maddeye maruz kaldiginda

maruz kaldig1 oksidatif stresi 6lgmek i¢in 6nemli bir parametredir [97].

SOD, dogada ¢esitli tiirlerde incelenmis olup bakterilerden insanlara tim
organizmalarda bulunan, en ¢ok galisilan enzim ailelerinden biridir. Enzimin bakteriler
icindeki nispeten iyi tanimlanmis savunma fonksiyonlarinin yani sira konakgi
tarafindan tretilen cesitli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) toksik seviyelerini notralize
etme kapasitesi saglar [98]. Slperoksit anyon radikalleri, hidroksil radikalleri ve

hidrojen peroksiti iceren ROS, oldukca aktif oksijensiz radikallerden biridir [99].
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5. DENEYSEL KISIM

5.1 Tez Cahsmasinda Kullamlan Cihazlar

AAS: Pb, Cu ve Cr tayini icin FAAS (Varian Inc., Australia) kullanilmistir.
Atomlagma islemi yanic1 gaz olarak asetilen ve yakici gaz olarak hava kullanilarak
gerceklesmistir. Manuel olarak 6rnek bolmesine yerlestirilen numuneler peristaltik
pompa yardimi ile alev boliimiine gonderilmistir. Spektral 151 kaynagi olarak Pb, Cu
ve Cr OKL kullanilmistir. Dalga boyu, slit araligi, lamba akimi gibi aletsel

parametreler Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1 : Pb, Cu ve Cr OKL’larinin akim degerleri, dalga boylar1 ve slit

araliklari.
Element Lamba Dalga boyu  Slit araligi
Akimi (mA) (nm) (nm)
Pb 10 217.0 0.5
Cr 10 357.9 0.5
Cu 4 324.8 0.5

Elisa: Bakteriyel etkilesim deneylerinde Elisa (Thermo Scientific MULTISKAN GO,

Finland) cihazi kullanilmagtir.

pH metre: Deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin pH 6lgiimlerinde WTW Series pH 340-
A/SET2 marka pH metre kullanilmistir.

Ultra saf su cihazi: Deneylerde kullanilan saf su TKA Smart2 Pure model saf su

cihazindan temin edilmistir.

Santrifiij cihazi: Santrifiij islemleri Hettich Rotina 380 R model cihazla

gergeklestirilmistir.
Firin: Kurutma islemleri ILDAM EKH-55 marka cihaz kullanilarak yapilmistir.

Mikro pipet: Cozelti hazirlama ve aktarim iglemlerinde Eppendorf marka 20-200 pL,
10-100 pL ve 100-1000 uL arasinda ayarlanabilen mikro pipetler kullanilmistir.

23



5.2 Tez Cahsmasinda Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik safliktadir. Pb, Cu ve Cr
tayini i¢in kullanilan ¢o6zeltiler 1000 mg/L Pb, Cu ve Cr stok ¢o6zeltilerinden (Sigma
Aldrich) deiyonize su ile seyreltilerek ginlik olarak uygun konsantrasyonlarda
hazirlanmistir. Cozeltilerin pH ayarlamalart 1 mol/L ve 0,01 mol/L NaOH ve 1 mol /L

ve 0,01 mol/L HCI kullanilarak yapilmuistir.
5.3 Deneyin Yapihisi

Yapilan ¢alismada, iki ayr1 sorbent (nisasta-Hap ve L-sistein-Hap) sentezlenerek Pb,
Cu ve Cr agir metallerine baglanmalar1 incelenmistir. Bu amagla pH, sorbent miktari
ve slre gibi parametrelerin sorpsiyon iizerine olan etkileri incelenmistir. Ayrica, bu iki
sorbentin iki ayr1 bakteri (P. aeruginosa ve S. aureus) iizerinde biyofilm olusumu,
canlilik, protein sentezi, antioksidan, SOD ve LPO aktiviteleri dlgllerek antibakteriyel

ozellikleri hakkinda bilgi edinilmistir.
5.3.1 Hap sentezi

Hap kaynag1 olarak koyun kemikleri mezbahadan (istanbul, Tiirkiye) temin edilmistir.
Kemikler 45 dk kaynatildiktan sonra 3 saat boyunca son sicaklik 800 °C’ye ulagincaya
kadar dkda 5 °C artirilarak kurutma islemi gerceklestirilmistir. Kurutulan kemikler

sogutulduktan sonra havan igerisinde toz haline getirilmistir.
5.3.2 Nisasta-Hap modifikasyonu

0.50 g Hap tozu 25 mL distile su icerisinde 50 W ultrasonik banyoda 30 dk boyunca
dagitildi. Ardindan 2.50% w/v 25 mL nisasta ¢ozeltisi Hap ¢ozeltisi igerisine ilave
edildi. Baglayici olarak 1.25 mL gluteraldehit ¢ozelti icerisine ilave edildikten sonra
(37°C, 250 rpm, 3.5 saat) karistirma islemi gergeklestirildi. Elde edilen kati faz
stizuldukten sonra 24 saat 35°C’ye ayarlanmis firin igerisinde kurutuldu. Sekil 5.1,

Nisasta-Hap kompozitinin sematik yapilisin1 gostermektedir.
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Hidroksiapatit Nigasta Nisasta/ Hidroksiapatit kompoziti

Sekil 5.1: Nisasta-Hap kompozit sentezinin sematik gosterimi.

5.3.3 L-sistein-Hap modifikasyonu

L-sistein Sigma Aldrich’den temin edilmistir. 0.50 g Hap 40 mL deiyonize su i¢erisine
ilave edildi. Ardindan 0.20 mM 10 mL L-sistein, Hap ¢6zeltisi igerisinde dagitilarak
(oda sicakligi, 250 rpm, 2 saat) karistirildi. Elde edilen kat1 faz 35 °C’de 24 saat
boyunca kurutuldu. Sekil 5.2°de L-sistein-Hap modifikasyonu sematik olarak

gosterilmigtir.
® o o
00 gy
e o o
) -~ - -
Hydroxyapatit L-sistein L-sistein / Hidroksiapatit kompozit

Sekil 5.2: L-sistein-Hap kompozit sentezinin sematik gosterimi.

5.4 pH Calismasi

pH’1n sorpsiyon iizerine olan etkisinin incelenmesi deneyinde, her metal ve sorbent
ikilisi i¢in uygun olan pH degerinin bulunmasi amaciyla sorpsiyon islemi pH 4-9

araliginda yapilmistir. 1000 ppm’lik standart ¢ozeltiden 100 pL alinip, 100 mL’lik
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balon jojede saf su ile seyreltilerek 1 ppm’lik ara stok ¢ozelti hazirlanmistir. Ara stok
¢ozeltiden 20 mL alinarak beher igerisinde 0.10 g sorbent ilave edilmistir. Cozeltilerin
pH degerleri, oda sicakliginda (T=20°C) 1 M ve 0,01M NaOH ve 1 M ve 0,01M HCI
ile ayarlanmistir. pH degerleri 4-9 arasinda ayarlanan analit ¢ozeltileri 90 dk boyunca
karistirildiktan (250 rpm) sonra, 25 mL’lik tiiplerde 4.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmis
ve ustteki ¢ozeltilerde sorpsiyon sonucu geri kalan analit konsantrasyonlart FAAS’de

okunmustur.
5.5 Sorbent Miktari

Sorbent miktarinin sorpsiyona etkisi deneyinde amacg, minimum sorbent miktari ile
maksimum verimin elde edilmesini saglamaktir. Kullanilan 1000 ppm’lik stok
cozeltilerinden 100 puL alinip, 100 mL’lik balon jojede saf su ile seyreltilerek ara stok
¢ozelti hazirlanmastir. Ara stok ¢ozeltiden alinan 20 mL’lik ¢ozeltiler icerisine 0.10 g
ve 0.20 g arasinda degisen sorbentler ilave edilerek 90 dk karistirma (250 rpm) islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan tipler 4.000 rpm’de 20 dk santrifiijlendikten sonra

¢ozeltideki metal iyonu konsantrasyonu FAAS’de okunmustur.

5.6 Siire Calismasi

Sdrenin sorpsiyon tzerindeki etkisini incelemek (izere, her metal ve sorbent ikilisi igin
30 dk, 90 dk, 4 saat ve 24 saat araliklarinda calisilmigtir. 1000 ppm’lik standart
cozeltiden 100 pL alinip, 100 mL’lik balon jojede saf su ile seyreltilerek 1 ppm’lik ara
stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Ara stok ¢ozeltiden 20 mL alinarak beher igerisinde 0.10 g
sorbent ilave edilmistir. Ardindan yukarida belirtilen 4 farkli zaman dilimleri boyunca
250 rpm’de karistirma islemi gergeklestirilmistir. Ardindan tapler 4.000 rpm’de 20 dk
santrifijlendikten sonra ¢ozeltideki metal iyonu konsantrasyonu FAAS’de
okunmustur. Sekil 5.3’te sorbent miktari, pH ve siire ¢alisma asamalar1 sematik olarak

Ozetlenmistir.
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Sekil 5.3 : Metal tayini icin genel proseddir.

5.7 Bakteriyel Etkilesim

Iki sorbentin iki ayr1 bakteri (P.aeruginosa ve S.aureus) lzerinde canlilik deneyinde,
P.aeruginosa ve S.aureus standart suslarindan alinan bakteri 6rnekleri sivi besiyeri ile
karigtirilir. Plakanin ilk kuyucugu kontrol kuyucugu olacagindan ilk kuyucuga 200 pL
bakteri konur. Diger kuyucuklara sirasiyla 0.10 g ve 0.20 g arasinda degisen Nisasta-
Hap ve L-sistein-Hap sorbentleri konur ve Gzerine 100 uL bakteri eklenir. 24 saat

etiivde bekletilir. 24 saat sonunda 620 nm de canlilik okutmas1 yapilir [100].

Canlilik okutmasindan sonra, biyofilm olusumunun incelenmesi icin plakanin
igerisindeki ornekler tek bir hamlede ters ¢evrilir ve igerisindeki 6rnekler atik kabina
bosaltilir. Plaka 3 ayr1 distile suyun igerisine daldirilir ve yikanir. 15-30 dk kurumasi
beklenir. Plakanin tiim kuyucuklarina 200 pL 0,1%’lik C2sNsHz0Cl (kristal viyole)
konur. 15-30 dk beklenir. Plaka tek bir hamlede ¢evrilir ve igerisindeki siv1 atik kabina
dokiiliir. Plaka 3 ayri distile suyun igerisine daldirilir ve yikanir. 15-30 dk kurumasi
beklenir. Her bir kuyucuga 200 pL C2HsOH konur ve Elisa cihazinda 620 nm de
biyofilm okutmas1 yapilir [101].
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Bakterilerin iki ayr1 sorbent ortaminda protein sentezinin incelenmesi deneyinde,
bakteri ¢ozeltileri sirasiyla 96’lik plaka igerisinde bulunan iki ayr1 sorbent lizerine 65
uL konuldu. Uzerlerine Bradford reaktifi eklenerek 595 nm de Elisa cihazinda okuma
islemi gergeklestirildi [102].

Bakterilerin iki ayr1 sorbent ortaminda antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi tizere
etiivden alinan bakteri c¢ozeltileri, 96’lik plaka icerisinde bulunan iki ayri1 sorbent
lizerine 25 pL konularak iizerlerine 25 pL 0,01M CuCly, 25 uL 7,5 x 103M Neucoprain
ve 25 uL 1M NHsAc eklenildi. 25 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda Elisa cihazinda 450 nm’de okutuldu [103].

Bakterilerin iki ayr1 sorbent ortaminda SOD 6l¢lim deneyinde, temiz bir tiip igerisine
her 6rnek i¢in ayri olacak sekilde 50 Mm Na>CO3 (pH=10,20) ¢ozeltisinden 962 pL
alindi. Uzerine 15 puL CaoH30Cl2N10Os (Nitro Mavi Tetrazolyum Klorir) , 3 uL 1.6
Mm %10 Triton X-100, 100 Mm 10 uL. HONH2HCI (hidroksilamonyum Klordir)
eklenildi. Son olarak bakteri ¢ozeltisinden 50 pL ve iki ayr1 sorbent eklenerek
karigtirildi. Hazirlanan 6rnek karigimlarindan 200 pL aliarak 96’lik plakalara

konuldu. Elisa cihazinda 560 nm’de 5 dk boyunca 1 dk araliklarla okutuldu [104].

Bakterilerin iki ayr1 sorbent ortaminda LPO belirlenmesi i¢in, 150 mM 200 pL
C4H11NOs3 (Tris tamponu, pH=7), 100 mM 100 pL FeSOas, 150 mM 100 pL CeHgOs
(askorbik asit) ve 400 pL bakteri ¢ozeltisi ile iki ayr1 sorbent 37 °C’de 15 dk inkiibe
edildi. Ardindan C4H4N20-S (tiyobarbitirik asit) ilave edilerek 15 dk su banyosunda
(100°C) bekletildi. Elisa cihazinda 532 nm’de okuma islemi yapildi. [105].
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1 Hap, Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap Karakterizasyonu

Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizi, Hap’in modifikasyonu
sonucu fonksiyonel gruplarindaki fark edilebilir degisiklikleri belirtmek igin
kullanilmistir. FTIR spektrumlari, Sekil 6.1°de gosterilmektedir. 500 ile 1000 cm™
arasindaki keskin pikler, PO fonksiyonel grubuna ait karakteristik bantlar1 temsil
etmektedir. 868 cm™'deki pik CO3 fonksiyonel grubunun varligini ifade etmektedir.
3570 ile 633 cm™ arasindaki uzanimlar hidroksiapatitin karakteristik O-H bantlarina
aittir. 2100 cm™ ve 2145 cm™deki adsorpsiyon pikleri P-O bagma ve C=C
gerilmelerine aittir. Hidroksiapatit ve modifiye hidroksiapatit spektrumlar
karsilastirildiktan sonra, her fonksiyonel grupta yogunluklarin azalmasi ve bazi

piklerin ortadan kalkmasi1 ve ortaya ¢ikmasiyla onaylanmistir [106].
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Sekil 6.1: (a) Hap (b) L-sistein-Hap ve (c) Nisasta-Hap FTIR
spektrumu.

6.2 Deneysel Sartlarin Sorpsiyon Uzerine Etkisi

Bu ¢alisma kapsaminda analitler (Pb, Cu, Cr) iki farkli Hap tizerine toplanarak
FAAS’de dogrudan tayin edilmistir. Yiiksek verimde sorpsiyon saglamak igin cesitli
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deneysel parametreler incelenmistir. Bu asamada tutunma yiizdesi, analit elementlerini
igeren ¢ozelti ve sorbent karistirilip sorbent uzaklastirildiktan sonra sorbent tizerine
tutunmayan analit elementlerinin FAAS ile tayin edilmesiyle dolayli olarak

gerceklesmistir.
6.2.1 pH etkisi

Sorpsiyon proseslerinde pH en dnemli parametrelerdendir. C6zeltinin pH'1, baglanma
bolgelerinin dogasini ve metal ¢ozlinlirliigiinii etkiler béylece metallerin ¢ozelti
kimyasini, biyokiitledeki fonksiyonel gruplarin aktivitesini ve metalik iyonlarin
rekabetini etkiler. Bu nedenle, en yiiksek metal emilimini saglamak icin optimum pH

degeri ¢ok onemlidir [107].

Analit elementlerinin kullanilan sorbentlerde tutunmasina pH etkisi Sekil 6.2’de
gosterilmistir. Sekil 6.2° de gosterildigi tizere Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap
sorbentlerinin Pb, Cr ve Cu agir metallerine tutulumu sulu ortamin baslangi¢ pH"
4’den 9’a degistiginde Cr ve Cu tutunma verimliligi Nisasta- Hap ve L-sistein-Hap
sorbentleri Gizerinde artmistir. Sekil 6.2 a’da gosterildigi lizere Nigasta-Hap sorbentinin
Cr ve Cu metallerine kars1 alikonma yiizdesi sirasiyla 58.70 %, 68.40 % ‘den 91.70 %
ve 95.20 % degerlerine ulagmistir. Nisasta-Hap sorbentinin iizerine Pb alikonma

yuzdesi ise 92.20 %’den 89.30 %’a diismiistiir.

Sekil 6.2 b’de gosterilen L-sistein-Hap sorbentinin pH 4’den 9’a degistiginde Cr ve
Cu metallerine kars1 alikonma ylizdesi sirasiyla 48.60 %, 68.7 0% ‘den 92.30 % ve
95.10 % degerlerine ulagmistir. L-sistein-Hap sorbentinin {izerine Pb alikonma yiizdesi
ise 87.40 %’dan 79.60 %’a diismiistiir. Sekil 6.2 a ve b ‘de gosterildigi tizere Nisasta-
Hap ve L-sistein-Hap sorbentlerinin Cr ve Cu agir metallerine kars1 alikonma yiizdesi,
pH 4’den 5’°e siddetli bir diisiisden sonra yiikselmistir ve pH 6’da sabitlenmistir. Pb
agir metalinde ise Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap sorbentlerinin izerine alikonmasinda
pH 4’den 9’a siddetli bir degisim gozlemlenmemistir. pH < 7 oldugu ortamlarda diisiik
adsorpsiyon verimi ortamda bulunan H* iyonundan kaynaklanabilir. H* iyonu ile agir
metal iyonlar arasindaki aktif bolgeye baglanma rekabeti artar ve bdylece islemin

etkinligi azalir [108].
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Lee ve ark. (2005) Hap ile Pb, Cr ve Cu agir metallerinin 80 % giderim kapasitesini
pH 6’da belirlemistir [109]. Liang ve ark. (2011) FesO4 ve Magnezyum ile modifiye
edilmis Hap sorbenti ile maksimum Cu giderimine pH 5.9°da ulasmustir [110]. Liu ve
ark. (2013) karbon-nanotiip Hap kompoziti ile maksimum adsorpsiyon kapasitesine
pH 6’da ulagsmistir [111]. Cui ve ark. (2014a) Hap sorbenti kullanarak Cu aliminin
¢ozelti pH'1 ile Cu alim hizi arasinda mevcut olan dogrudan bir iligki ile gugli bir
sekilde pH'a bagli oldugunu rapor etmistir. Spesifik olarak, pH 1.0 ila 5.9 arasinda
degistirildiginde Cu aliminin 19.4 %'ten 97.6 %'ya arttigi ve maksimum alimin 5.9

pH'ta meydana geldigi bulundu [112].

Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda pH 3-8 araliginda, pH 6 optimum pH olarak kabul
edilmistir. Daha diisik pH degerlerinde, adsorplayici bolgelerde protonasyonun
meydana geldigi ve bunun adsorpsiyon seviyelerinde bir azalmaya yol actigi
g6zlemlenmistir. pH 6 degerinde ise ylizey protonasyonu ve adsorbat molekullerinin
cokelmesi yoluyla diger tiirlerden kaynaklanan girisimlerin onlendigi sonucuna
varilmigtir. 7 ve tlizeri pH degerlerinde ise adsorpsiyon kapasitesinin azalmasi,
adsorpsiyonun muhtemelen Hap ve metal arasindaki iyon degisimini desteklemeyen
¢ozeltideki artan hidroksil 1yon konsantrasyonlarindan kaynaklandig: belirtilmektedir
[113].
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Sekil 6.2 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap iizerine 1,0 mg /L Pb,
Cr ve Cu adsorpsiyonunun pH ile degisimi.

6.2.2 Sorbent miktarmin etkisi

Sorpsiyona etki eden diger onemli parametrede kullanilan sorbentin miktaridir.
Sorbent miktarin1 optimize etmek icin gesitli miktarlardaki Nisasta-Hap ve L-sistein-
Hap sorbentlerinin analit elemetlerine adsorpsiyonu incelenmistir. Metal iyonlarinin
tutundugu sorbent miktarmin, alikonma yuizdelerine karsi grafigi Sekil 6.3°de
verilmistir. Grafiklerdeki alikonma ytzdeleri incelendiginde, Nisasta-Hap sorbentinin

en yiliksek alikonma kapasitesi 0.01 g’da 95.10 % ile Cr agir metine karsi
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gozlemlenmistir. Adsorban kitlesinin azalmasiyla adsorban kapasitesinin artmasi
adsorpsiyon siiresince doymamis bolgelerin varligi ile iliskilendirilebilir [108]. L-
sistein-Hap sorbentlerinin en yliksek alikonma kapasitesi ise 0.20 g’da 96.20 % ile Cu
agir metalinde gozlemlenmistir. Adsorban sayisinin artmasiyla Cu iyonlarinin artan
emilimi adsorban bdlgelerinin varligi ve Cu iyonlarn igin yeterli alanin varlig: ile

iliskilendirilebilir [108].

Cui ve ark. (2014a), sorbent miktar1 arttitk¢a Cu iyonlarmin Hap Uzerine adsorpsiyon
verimliliginin arttigin1 bildirmistir. Ancak giderme etkinligi, sorbent miktar1 8 mg'a
ulastiktan sonra stabil kaldigini belirtmistir [114]. Du ve ark. (2014) mevcut
adsorpsiyon bolgelerinin ¢ogunun doygunluguna atfetmistir [115]. Vahdat ve ark.
(2019) Hap ve Fe304 ile modifiye edilmis Hap adsorban dozajlarinin 0,25'ten 1 g/L'ye
arttikca Pb giderimi sirasiyla 61.27 %'den 93.75 %'e ve 68,43-96,11 %'e ylkseldigini
rapor etmistir. 1 g/L adsorban dozajinin iizerinde siire¢ izerinde gozle gorullr bir etki
olmamistir ve bu muhtemelen adsorpsiyon i¢in mevcut sulu ¢ozeltideki Pb iyonu

konsantrasyonunun azalmasindan kaynaklanmaktadir [116].

Yapilan g¢aligmalar dogrultusunda Kongsri ve ark. (2013) belirttigi gibi sorbent
miktarmin artmasi ile birlikte mevcut aktif sitelerin sayisindaki artis adsorpsiyon
kapasitesini artirmistir [117]. Sorbent miktarinin optimum deger iizerine ¢ikmas ile
adsopsiyon kapasitesinin azalmasi ise ¢ozeltideki agir metal miktarinin doygunluga

ulagmasi ile agiklanmaktadir [118].
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Sekil 6.3 :(a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap tizerine 1,0 mg/L Pb,
Cr ve Cu adsorpsiyonuna madde miktari etkisi.
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6.2.3 Calkalama sure etkisi

Calkalama siiresinin sorbent performansina ve alikonmasina olan etkisini gérebilmek
icin Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap sorbentleri farkli zaman siirelerince (30 dk, 90 dk,
4 saat ve 24 saat) Pb, Cr ve Cu agir metallerini (1 ppm) igeren ¢ozeltiler igerisinde
calkalanmistir. Sekil 6.4 a’da gosterildigi lizere Nisasta-Hap sorbentinin Pb, Cu ve Cr
agir metallerine kars1 alikonma kapasitesi 90 dk’ya kadar bir artis gosterip, ardindan
artan calkalama siiresi ile birlikte azalmaya ge¢mistir. Analitlerin hizla sorbentlere
baglanmasi islemin 6nemli bir avantajdir. Kisa siirede yiiksek kapasite saglanmaktadir.
Calkalama stiresi 90 dk’y1 gegerse alikonmasi diismektedir. Bunun sebebi olarak; uzun
calkalama stirelerinde, Hap’in yalniz basina ya da nisasta ve L-sistein ile birlikte
kabuktan ayrildigi diisinilmektedir [119]. Sekil 6.4 b’de belirtildigi tizere L-sistein-
Hap sorbentinin Pb, Cu ve Cr agir metallerine kars1 en yiiksek alikonma kapasitesi 4
saatte gozlemlenmistir. Boylece, Nisasta-Hap sorbentinin 90 dk’dan sonra doygunluga
ulagip, artik daha fazla agir metal baglanmasi i¢in aktif bolgesinin yeterli olmadig
yorumu yapilirken [94], L-sistein-Hap sorbenti ise 4 saatten sonra doygunluga

ulagmustir.

Vahdat ve ark (2019) elde edilen sonuglara gore, giderim verimliligi, temas siiresinin
5 dk’dan 40 dk’ya ¢ikarilmastyla arttigini, Pb gideriminin biiyiik bir kismi1 (>%70) ilk
15 dk’da gergeklestigini rapor etmistir. Bu gozlem, bos aktif adsorban bolgelerin
varligina baglanmistir. Ancak 40 dk sonra adsorpsiyon verimliligi herhangi bir 6nemli
degisiklik olmadan neredeyse sabit kalmistir [116]. Cui ve ark. (2014b), manyetik
nano-kompozit stronsiyum (Sr) ve ferroferrik oksit katkili Hap kullanarak temas
siresini ve Pb adsorpsiyonu tizerindeki etkisini arastirmigtir. Temas suresi 10 dk’ya
ciktikca, Pb giderme verimliligi hizla artmistir. Temas siiresinin yaklasik 20 dk’ya
c¢ikarilmasi tizerine, aktif bolgelerin doygunlugunu gosteren adsorpsiyonun diizlestigi

g6zlemlenmistir [120].

Yapilan c¢alismalar dogrultusunda, temas siiresinin artmasi ile adsorpsiyon
kapasitesinin arttig1 ve optimum siireden sonra aktif bolgenin doygunluga ulasmasi ile

birlikte adsorpsiyon kapasitesinin azaltig1 sonucuna ulasilmaktadir.
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Sekil 6. 4 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap tizerine 1,0 mg/L Pb,
Cr ve Cu adsorpsiyonuna sre etkisi.

6.3 Hap Modifikasyonlarimin Bakteriyel Etkilesimi

Agir metal giderimi i¢in sentezlenen Hap modifikasyonlarinin biyolojik riskleri
incelenmesi amaciyla iki farkli bakteri tiirii tizerine etkisi canlilik (aktivite), biyofilm
olusumu, protein, antioksidan, SOD ve LPO temel biyokimyasal parametreler

Uzerinden irdelenmistir.
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6.3.1 S.aureus

Hap modifikasyonlarinin S.aureus bakterisi canlilig1 lizerine etkisi incelenmis ve
canlilik okumas1 620 nm’de gerceklestirildiginde Sekil 6.5 a ve b’de belirtildigi lizere
Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap sorbent madde miktarlarinin artmas: ile S.aureus
bakterisinin canliligi azalmigtir. Bu degisim Nisasta-Hap sorbenti icin 1.10 A’dan 0.61
A’a disis gozlemlenmisken, L-sistein-Hap i¢in 1.35 A’dan 0.71 A’a diisiis
gbzlemlenmistir. Boylece, L-sistein-Hap sorbentinin S.aureus bakterisinin canliligini

Nisasta-Hap sorbentine kiyasla daha fazla azaltmistir.

Hap sorbentinin ise S.aureus bakterisinin canliligini artirdig1 gozlemlenerek degerler
1.38 A’dan 3.10 A’a artmustir. S.aureus bakterisinin madde miktar1 artisina gére 620
nm’de canliik siralamasi Hap>Nisasta-Hap>L-sistein-Hap seklindedir. Bakteri
canliligindaki artis malzemenin bakteriler tarafindan besin olarak kullanilabildigi ve
bakteri cogalma riskini ortaya ¢ikarabilecegini ortaya koymaktadir [121, 122]. Diger
yandan bakterilerin sorbent varliginda canliliginin azalmasi o malzemenin toksik
etkisinin oldugunu gostermektedir. Ayrica, Hap ve Hap modifikasyonlarinin olmadigi
kontrollii sartlarla kiyaslandiginda en az etkilesim Nisata-Hap sorbenti ile

saglanmstir.
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Sekil 6.5 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap sorbent madde
miktarlarmin S.aureus bakteri canliligina etkisi.

620 nm’de yapilan biyofilm ¢aligmalar1 sonucu Sekil 6.6 a ve b’de gosterildigi tizere
Nisasta-Hap sorbentinin madde miktar1 artisiyla S.aureus bakterisinin biyofilm
olusturma kapasitesi 0.90 A’dan 0.76 A’a azalirken, L-sistein Hap sorbentinde ise
0.54 A’dan 1.31A’a dogrusal bir artis gézlemlenmistir. Hap sorbentinde ise madde
miktarinin artistyla S.aureus bakterisinin biyofilm olusturma kapasitesi 1.05 A’dan
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0.76 A’a azalmistir. Bdylece sorbentlerin miktar1 arttik¢a S.aureus bakterisinin
biyofilm olusturma egilimleri L-sistein>Hap>Nisasta-Hap olarak siralanabilir.
Biyofilm olusturma 6zelligi substratin yilizey 6zelliklerine 6nemli derecede baglidir
[123]. Nisata-Hap sorbentinde diger sorbentlere gore daha az biyofilm olusumun
gerceklesmesi bu sorbentin yiizey kimyasiyla agiklabilir. Ornegin, 2900 cm ™' “lerdeki
C-H piki biyofilm olusumunu tetikledigi bilinmekte olup, Nisasta-Hap sorbentinde C-
H pikleri incelenen diger sorbentlere gore daha azdir [124-125].

(@)

PR
8 B8

o
o]
o

o
S

Biyofilm olusum Absorbans, A
o o
B 3

o
8

0,01 0,05 0,20
Madde mikari, g

m Nisasta-Hap =Hap

(b)

1,40

A

1,20

S 1,00

bsorbans

<< 0,80

um

= 0,60

olu

= 0,40

0,20

Biyofil

0,00

0,05
Madde miktari, g

m L sistein-Hap mHap

Sekil 6.6 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap sorbent madde
miktarlariin S.aureus bakteri biyofilm olusumuna etkisi.
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Hap modifikasyonlarinin S.aureus antioksidan aktivitesi lizerine etkisi Sekil 6.7 a ve
b’de gozlemlendigi iizere, madde miktarinin artmasiyla Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap
sorbentlerinin S.aureus bakterisinin antioksidan aktivitesi azaltirken Hap sorbenti
artirmistir. Madde miktarinin 0.01 g’dan 0.05 g’a artmasiyla Nisasta-Hap ve Hap
sorbentlerinin bakteri antioksidan etkisini artirmigken 0.05 g’dan 0.20 g’a ise
azaltmigtir.  S.aureus bakterisinin  antioksidan aktivitesine etkisi Hap>L-
sistein>Nisasta-Hap scklinde siralanabilir. Bu sonuglar Nisasta-Hap sorbentinin
antioksidan aktivitesindeki etkisinin digerlerine gore daha az oldugunu gdstermektedir
[126]. Bu da Nisasta-Hap sorbentinin yiizey 6zelliklerinden ileri gelmektedir. Ornegin,
2900 cm™! “lerdeki C-H piki azalma gibi.
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Sekil 6.7 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap madde miktarlarinin
S.aureus bakterisinin antioksidan 6zelligine etkisi.

40



Hap modifikasyonlarinin S.aureus protein seviyeleri tizerine etkisi Sekil 6.8 a ve b’de
gosterildigi lizere Hap sorbentinin madde miktarinin artmasiyla S.aureus bakterisinin
protein sentezini artirdigi  gozlemlenirken, Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap
sorbentlerinin madde miktar1 artisi ile protein sentezini sirastyla 1.11 A’dan 0,68 A’a
ve 1.15 A’dan 0.67 A’a azalttig1 gozlemlenmistir. Protein hiicrelerin temel yap1 tasi
olmasindan dolay1 protein sentezi aktiviteyi ya da canlilig1 desteklemekte ancak bu da

asir1 liremeye neden olacagi igin risk olarak goriilmetedir [127].
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Sekil 6.8 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap madde miktarlarinin
S.aureus bakterisinin protein miktarina etkisi.
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Hap modifikasyonlarmin S.aureus LPO (zerine etkisi Sekil 6.9 a ve b’de
gozlemlendigi {izere Hap sorbentinin S.aureus bakterisinin LPO aktivitesine etkisi
Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap sorbentlerinden fazladir. Madde miktarinin artmasi ile
birlikte Nisasta-Hap sorbentinin LPO {iizerine etkisi 0.88 A’dan 1.10 A’a artmisken,
L-sistein-Hap sorbentinde ise 0.88 A’dan 1.00 A’ a artis gézlemlenmistir. Lipit
hiicrenin temel biyokimyasal yapilarindan biri olmakla birlikte, lipit peroksidasyonu

oksidatif stresin de gdstergesi ve hiicre membranlarindaki hasarin gostergesidir [128].
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Sekil 6.9 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap sorbent miktarlarinin
S.aureus bakterisinin lipit peroksidaz aktivitesine etkisi.
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Hap modifikasyonlarinin S.aureus SOD iizerine etkisi Sekil 6.10 a ve b’de
gozlemlendigi lizere madde miktarinin artmasiyla birlikte S.aureus bakterisinin SOD
aktivitesi 0.05 g’a kadar azalmistir. 0.20 g’da ise maksimum degere ulasmistir. SOD
aktivitesinin dk’ya bagli olarak arttig1 gozlemlenmektedir. Maksimum SOD
aktivitesine hem Nisasta-Hap hem de L-sistein-Hap sorbentlerinde dk 5’de 0.20 g
madde miktarinda gozlemlenmistir. SOD'lar, hiicrelerin oksidatif kosullardan
korunmasinda rol oynayan mikrobiyal oksidatif stres enzimlerinden biridir [129].
SOD'un inhibisyonu, asir1t ROS (retimine ve gesitli organik ya da inorganik yapilarin
kontaminasyonuna bagli oksidatif dengesizlige isaret etmektedir. SOD
aktivitelerindeki azalma, biyomolekiil sentezinde bozukluklara ve hiicre yapisinda
kararsizliga neden olabilir. SOD'daki azalmanin bakterilerin kolonizasyonunda da

onemli rolii vardir [130].
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Sekil 6.10 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap madde miktarlarinin
S.aureus bakterisinin stperoksit dismutaz aktivitesine etkisi.
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6.3.2 P.aeruginosa

Hap modifikasyonlarinin P.aeruginosa bakterisi canlilig1 iizerine etkisi incelenmis ve
canlilik okumasi 620 nm’de gerceklestirildiginde Sekil 6.11 a ve b’de belirtildigi lizere
Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap sorbent madde miktarlarinin artmasi ile P.aeruginosa
bakterisinin canlilig1 azalmistir. Bu degisim Nisasta-Hap sorbenti i¢in 1.27 A’dan 1.04
A’a gozlemlenmisken, L-sistein-Hap i¢in 0.90 A’dan 0.84 A’a gbzlemlenmistir.
Boylece, Nisasta-Hap sorbentinin P.aeruginosa bakterisinin canliligini L-sistein-Hap
sorbentine kiyasla daha fazla azaltmistir. Hap sorbentinin ise P.aeruginosa
bakterisinin canliligini azalttigi gozlemlenerek degerler 1.83 A’dan 1.50 A’a
degismistir. P.aeruginosa bakterisinin madde miktar1 artisina gore 620 nm’de canlilik
siralamasi ise Hap>Nisasta-Hap>L-sistein-Hap seklinde yazilabilir. Modifiye edilmis
Hap ortaminda bakteri canlilifinda ki azalma sorbentlerin bakteriler tarafindan besin
olarak kullanilmadig1 ve bakteri ¢ogalma riskini azalttigini ortaya koymaktadir. Diger
yandan, bakterilerin sorbent varliginda canliligin azalmasi o malzemenin olasi toksik
etkisinin oldugunu gostermektedir. Ayrica, Hap ve Hap modifikasyonlarinin olmadigi
kontrollii sartlarla kiyaslandiginda en az etkilesim Nisata-Hap sorbenti ile

saglanmstir.
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Sekil 6.11 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap sorbent
madde miktarlarinin P.aeruginosa bakteri canliligina etkisi.

620 nm’de yapilan biyofilm ¢aligmalar1 sonucu Sekil 6.12 a ve b’de gosterildigi lizere
Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap sorbentlerinin madde miktar1 artisiyla P.aeruginosa
bakterisinin biyofilm olusturma kapasitesi sirasiyla 1.00 A’dan 1.16 A’ave 1.07 A’dan

1.50 A’a artarken Hap sorbentinde ise madde miktarimin artisiyla P.aeruginosa
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bakterisinin biyofilm olusturma kapasitesi 0.91 A’dan 0.80 A’a azalmistir. Boylece
sorbentlerin miktart arttikga P.aeruginosa bakterisinin biyofilm olusturma egilimleri
L-sistein>Hap>Nisasta-Hap olarak siralanabilir. Siralamaya gore Nisata-Hap
sorbentinde diger sorbentlere gore daha az biyofilm olusumun ger¢eklesmesi, biyofilm
olusturma 6zelliginin substrat yiizey 6zelliklerine 6nemli derecede bagli olmasindan
kaynaklanmaktadir [123]. Ayrica, Nisasta-Hap sorbentinde 2900 cm™!’lerde
gozlemlenen C-H piki biyofilm olusumunu tetikledigi bilinmekte olup [124,125],
Nisasta-Hap sorbentinde C-H pikleri incelenen diger sorbentlere gore daha azdir.
Gram negatif, P.aeruginosa bakteri susunun biyofilm olusumu ise negatif yiiklii hiicre

duvari ile sorbentin pozitif yiikii arasindaki etkilesimlerle agiklanabilir [131].
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Sekil 6.12 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap sorbent madde
miktarlarinin P.aeruginosa bakteri biyofilm olusumuna etkisi.
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Hap modifikasyonlarinin P.aeruginosa antioksidan aktivitesi Uzerine etkisi 6.13 a ve
b’de gozlemlendigi lizere, madde miktarinin artmasiyla Hap, Nisasta-Hap ve L-sistein-
Hap sorbentlerinin P.aeruginosa bakterisinin antioksidan 6zelliklerini artirmistir.
P.aeruginosa bakterisinin antioksidan Ozelliklerine etkisi Hap>Nisasta-Hap>L-
sistein-Hap seklinde siralanabilir. Bu sonuglar L-sistein-Hap sorbentinin antioksidan

aktivitesindeki etkisinin digerlerine gére daha az oldugunu gostermektedir.
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Sekil 6.13 : (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap sorbentleri ile
P.aeruginosa bakteri antioksidan 6zelligine etkisi.
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Hap modifikasyonlarinin P.aeruginosa protein seviyeleri tizerine etkisi Sekil 6.14 a ve
b’de gosterildigi lizere Hap sorbentinin, Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap sorbentlerine
kiyasla P.aeruginosa bakterisinin protein sentezi iizerinde daha fazla etkisi oldugu
gozlemlenmistir. Protein sentezi canliligi destekleyerek P.aeruginosa bakterisinin

ureme kapasitesini yukseltmektedir.
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Sekil 6.14: (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap sorbent
madde miktarlarinin P.aeruginosa bakteri protein miktari tizerinde etkisi.
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Hap modifikasyonlarinin P.aeruginosa LPO aktivitesi tzerine etkisi Sekil 6.15 a ve
b’de gozlemlendigi lizere Hap sorbentinin P.aeruginosa bakterisinin LPO Uzerine
etkisi Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap sorbentlerinden fazladir. Madde miktarinin
artmast ile birlikte Nisasta-Hap ve L-sistein-Hap sorbentlerinde P.aeruginosa
bakterisinin LPO aktivitelerinde azalma gozlemlenmistir. LPO aktivitelerinde ki bu

azalma oksidadif stres varlig1 ve hiicre membrandaki hasarin belirtecidir [128].
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Sekil 6.15: (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap sorbent madde
miktarlarinin P.aeruginosa bakteri lipit peroksidaz aktivitesi tzerinde etkisi.
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Hap modifikasyonlarinin P.aeruginosa SOD iizerine etkisi Sekil 6.16 a ve b’de
gozlemlendigi tizere P.aeruginosa bakterisinin SOD aktivitesi 0.01 g Nisasta-Hap ve
0.05 g L-sistein-Hap sorbentlerinde minimum deger gbézlemlenirken, 0.20 g Hap
sorbentinde maksimum SOD aktivitesi gozlemlenmigstir. SOD enzim uUretiminin
engellenmesi, asirt ROS Uretimine ve ¢esitli organik ve inorganik tiirlerin varligina

bagl oksidatif dengesizlige isaret etmektedir [132].
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Sekil 6.16: (a) Nisasta ve (b) L-sistein ile modifiye edilmis Hap sorbent madde
miktarlarinin P.aeruginosa bakteri stiperoksidaz aktivitesi Uzerinde etkisi.

Gram-pozitif S.aureus'un hiicre duvarinda teikoik asit polimerleri tizerinde gliserol ve
ribitol zinciri bulunmaktadir[130]. Gram-pozitif bakteri susunun biyofilm olusumu,
hiicre duvarinin pozitif yiikii ile sorbentin negatif yik( arasindaki etkilesimlerle
aciklanabilir [131].
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7. SONUCLAR

Bu calismada kat1 atik maddelerinden dogal Hap kaynaklari, hayvan kemigi atiklar
kullanilarak metal giderimi i¢in nigasta, aminoasit gibi biyopolimerler iizerinden farkl
ylizey modifikasyonlarin hazirlanmasi, bu modifikasyonlarin metal giderimi
etkinliklerinin arastirilmasi1 ile birlikte bakteri tabanli biyolojik tehlikelerinin
incelenmesi amaglanmigtir.

Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda Hap toz maddesi nisasta ve L-sistein ile
muamele edilmistir. Hap’in ylizeyindeki fonksiyonel gruplarin yogunlugunun ve
varligin degismesi ile modifikasyonun gerceklestigi belirlenmistir.

Nigasta ve L-sistein ile modifiye edilmis Hap malzemesinin agir metal giderimi
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, gelistirilen yontem ile yapilan
caligmalarda ortamin pH’1, sorbent miktar1 ve etkilesim siliresi arastirilan
parametrelerdir. Yapilan calismalar sonucunda Pb, Cu, ve Cr metalleri ylksek
alikonma oranlar1 ile ortamdan giderildigi belirlenmistir. Incelenen metal alikonma
sartlari, her iki modifikasyon sonucunda pH 7-9 arasinda elde edilmistir. Sorbent
miktar1 incelendiginde, metal iyonlarinin tutundugu Nisasta-Hap ve L-Sistein-Hap
sorbentlerinin miktarlarinin, sorpsiyon verimlerine etkisini incelemek amaciyla 0,01-
0,2 g araliginda sorbent kullanilmis olup alikonma yiizdelerine bakildiginda, Pb i¢in
her iki sorbent 0,05 g da en yiiksek alikonma elde edilirken, diger metallerin sorbente
gore ters bir degisim gosterdigi goriilmekle birlikte, her iki metal ve sorbent igin 0,05
g sorbent miktarlarinda etkili sorpsiyon gerceklestigi goriilmekte olup optimum
sorbent miktar1 0,05 g se¢ilmistir. Sorpsiyon Uzerinde etkilesim siiresi incelendiginde
her iki sorbent ve incelenen metallerin tamamu igin 0,5 saat karistirmada metallerin
tutunmasinin saglandigr belirlenmistir. Bu sayede, en yiiksek alikonma ile minimum
etkilesim kullanarak, kolay uygulanabilirlik, sorbentlerin kolay hazirlanmasi ve
uygulanabilir ve hizli alikonma yontemi elde edilmistir.

Sentezlenen ve olusturulan metal giderimi igin kullanilan Hap sorbentleri ve yontemi
icin biyolojik riskleri bakteriyel etkilesim ve bakterilerin temel biyokimyasal
parametreleri lizerinden incelenmistir. Optimize edilen metal alikonma sartlarinda
denenen gram pozitif ve gram negatif bakteriler icin Hap’in modifikasyonsuz haline
gore ¢ok daha diisiik bakteriyel canlilik ve biyofilm olusumu belirlenmistir. Nisasta ve
L-sistein modifikasyonu sonucu 0Ozellikle sorbentlerin yizey 0Ozellikleri nedeniyle

bakterilerin protein, antioksidan ve lipid yapilarin1 etkileyerek, bu sorbent

o1



modifikasyonlarinin ve olusturulan yontemin bakteriyel canlilik ve biyofilm olugumu
siirlandig1 goriilmustiir.

Sonug olarak, sorpsiyona dayali metal alikonma metodu hizli, kolay uygulanabilir,
diisiik biyolojik risklere sahip ve ¢evre dostu olarak tanimlanabilir. Sorbent olarak
kullanilan nisasta ve L-sistein kapl kat1 atiklardan elde edilen Hap sorbentleri yeni,
dogal ve kolay sentezlenebilir olup, kati atiklardan elde edilmesi nedeniyle de kati
atiklarin yeniden kullanilabilmesi ve degerlendirilmesine imkan veren genis 0zellikli

siire¢ olusturulmustur.
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